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INTRODUCTION. 


On sait avec quelle facilité homme contracte la tularémie au 
contact de certains animaux comme les liévres, soit en les 
dépouillant, soit en ingérant leur viande insuffisamment cuite. 
L’eau et les poussiéres souillées par les déjections ou les cadavres 
des espéces hautement sensibles a l’infection naturelle repré- 
sentent aussi une source de contage, le virus pénétrant alors par 
les muqueuses nasale, buccale ou oculaire. A ces modes variés 
de contamination correspondent les multiples formes cliniques 
de la tularémie. A ces risques, s’ajoute encore celui de la mani- 
pulation des cultures de Past. tularensis, et on ne compte plus 
le nombre des infections de laboratoire sans que l’on puisse 
invoquer a leur origine une faute ou un accident 4 un moment 
précis des opérations. Par contre, la contagion interhumaine est 
pratiquement inexistante dans la tularémie. On ne connait, en 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 mai 1955. 
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effet, qu’un seul cas qui lui soit imputé; il a été rappelé par 
J. Verge dans son mémoire de 1938 [4] et nous en faisions étal 
dans un rapport présenté en 1950 [2] : « Une mere, d’aprés 
Harris, en procédant au pansement d’une ulcération du cou de 
son fils se piqua au doigt avec une épingle et fit 4 la suite une 
tularémie authentique du type ganglionnaire. brachial ». Il est 
pour le moins curieux, écrivions-nous alors, que les auteurs 
américains A qui on doit tant d’acquisitions sur la tularémie 
n’aient jamais mis l’accent sur ce qui constitue pour nous un 
véritable paradoxe épidémiologique et aient, sans plus, signalé 
cette absence de contagion interhumaine. 

L’hypothése que nous avions émise sur le défaut de septicémie 
dans la tularémie humaine, sauf dans les cas mortels, permettait 
au moins d’éliminer une transmission indirecte par des arthro- 
podes hématophages, incapables de s’infecter en piquant un 
malade. Mais, d’aprés un récent travail de Bezjak [8], il apparait 
qu’au début, a la période fébrile de la maladie, une bactériémie 
discréte n’est pas exceptionnelle, méme dans les cas qui évoluent 
favorablement. Aux Etats-Unis d’Amérique, aucune contamina- 
tion n’a été observée dans le personnel hospitalier, bien que des 
autopsies aient été pratiquées, mettant en évidence l’agent étio- 
logique dans les humeurs et les viscéres. Si les hémocultures se 
sont montrées jadis si souvent négatives, c’est pour Pullen et 
Stuart [4] qu’elles étaient faites en bouillon nutritif ordinaire 
et non sur milieu électif de Francis, faute d’avoir envisagé 
Véventualité d’une tularémie. 

En cours de maladie, le virus s’extériorise par ]’expectoration 
dans les formes pulmonaires et pharyngées. On peut méme le 
caractériser dans la salive de malades atfeints de la forme 
ganglionnaire pure, sans complications pulmonaires, comme 
Larson [5} l’a démontré 4 trois reprises. Une autre source de 
contage serait encore représentée par les sérosités ou le pus des 
lésions cutanées ulcérées, notamment aux mains, qui sont les 
manifestations initiales des modalités ganglionnaires brachiales 
et dont on isole aisément la pasteurelle dans les dix ou quinze 
premiers jours par inoculation au cobaye ou A la souris, plus 
difficilement par l’ensemencement direct. En bref, il ne nous 
semble pas exagéré de parler de paradoxe épidémiologique si 
l'on considére, qu’avant l’avénement des antibiotiques, 289 décés, 
presque tous consécutifs & une forme pulmonaire, ont été enre- 
gistrés aux U.S. A.'sur un total de 4288 cas [6]. On n’a pour- 
lant jamais constaté de contamination dans l’entourage de ces 
malades. = 

Il faut done admettre que la virulence de Past. tularensis subit 
une atténuation au cours de son passage chez l’homme, mais 
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aucun fait expérimental n’a encore été apporté pour justifier cette 
explication qui s’impose a priori du point de vue épidémiolo- 
gique. Bien au contraire, les cultures isolées de l’homme aussi 
bien que des animaux les plus réceptifs manifestent vis-a-vis de 
la souris un pouvoir pathogéne considérable et du méme ordre. 
Aussi avons-nous pensé que c’est au sortir de l’organisme et non 
sur des cultures qu'il convenait de comparer la virulence de 
Vagent étiologique par des inoculations directes A Ja souris du 
matériel infecté et d’effectuer les prélévements a des stades divers 
de l’évolution de la maladie. L’idéal ett été de procéder a ces 
recherches chez l’homme, mais les circonstances ne l’ont pas 
permis. La littérature américaine, si substantielle par ailleurs en 
ce qui concerne la tularémie, ne nous autorise pas davantage 
a tirer d’utiles renseignements quant au délai d’évolution de la 
tularémie de la souris éprouvée avec du matériel humain et avec 
les cultures provenant de ce matériel. Nous ne pouvions qu’avoir 
recours 4 un animal soumis 4 une infection expérimentale et qui 
fut moins réceptif a la tularémie que Jes espéces chez lesquelles 
la maladie naturelle ou provoquée évolue toujours sous une 
modalité aigué ou suraigué. Le lapin domestique nous a paru 
répondre au mieux a cet objectif. 


MATERIEL ET METHODE. 


Les souches de Past. tularensis utilisées ont élé isolées en 
France entre 1947 et 1951 : 3 chez homme (Roz., Lav., Bur.), 
3 chez des liévres (Ch., Pa., Mo.). Seule la souche Bur. a été 
obtenue dans notre laboratoire par ensemencement direct d’une 
lésion digitale [7], les autres par passage préalable par souris 
ou cobaye. Nous sommes redevables de 8 de ces souches au 
professeur de Lavergne (Nancy), au D* Mornet (Blois) et au 
D? Paille (Lyon), & qui nous adressons nos vifs remerciements. 
Elles ont été entretenues par deux repiquages annuels sur le 
milieu de Francis (gélose-glucose-cystine-sang) et maintenues 
a + 4°C. Des suspensions de culture de quarante-huit heures 
ont été inoculées a des lapins adultes (2 kg) qui ont réagi diver- 
sement selon la nature de la souche et la sévérité de l’épreuve. 
Chez ceux qui ont succombé comme chez ceux qui ont été 
sacrifiés, des prélévements ont été effectués dont une partie fut 
inoculée a des souris et l’autre ensemencée sur milieu de Francis. 
Tenant compte du mode de réaction des souris 4 des doses minima 
mortelles de culture et considérant qu’au moins une dose mor- 
telle était regue par les souris qui mouraient a la suite de |’ino- 
culation directe du matériel prélevé chez les lapins, nous pouvions 
ainsi juger des modifications de virulence apportées par ce 
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passage par le lapin des souches en question en comparant les 
délais de survie des souris de part et d’autre. 


VIRULENCE POUR LA SOURIS 
DES CULTURES DE « PAST. TULARENSIS ». 


Une anse de culture est mise en suspension dans 10 ml d’eau 
salée physiologique ; l’opacité de cette suspension tres homo- 
gene mesurée au photocolorimétre absolu a cellules de Bonét- 
Maury oscille autour de 0,180 unité optique. Elle correspond 
a celle d’une suspension de 1150 millions de vibrions cholé- 
riques (J. Gallut) ou de 600 millions de Past. pestis par milli- 
litre (1). On procéde a des dilutions décimales jusqu’a 10-°, 
limite au dela de laquelle, d’aprés des essais préalables, la souris 
résiste toujours a l’injection de 0,25 ml. C’est cette dose uni- 
forme qui est inoculée 4 deux souris par dilution. Nous avons 


renoncé a utiliser la suspension mére et les deux premiéres dilu- 
tions qui tuent constamment les souris en deux A trois jours. 


Tasieau I. 
Virulence pour la souris de cultures de Pasteurella tularensis. 


Dilution Origine de la _ souche 


Liévre 
Ch. 
4 


++ 4 
+4 +5 

1 ++ 5 
+4 +5 
Say to) 
++ 4Y, 


++ 6 


Dilutions décimales d’une suspension de densité optique 0,180 (Photocolorimétre 
absolu de Bonét-Maury). 0,25 ml sous la peau de deux souris pour chaque dilution. 

Abréy. (valables pour l'ensemble du texte) : + (mort), S (survie). 

Le nombre indique la durée en jours. 


(1) Il est impossible d’évaluer, méme de fagon approximative, par 
V’ensemencement, le nombre de microbes vivants dans ces suspensions 
en eau physiologique ; l’étalement de I goutte sur milieu de Francis 
ne donne plus aucune colonie dés la seconde dilution décimale alors 
que les dilutions 10—® et parfois 10—® tuent encore la souris. 
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Les résultats qui s’inserivent dans le tableau I montrent que 
le temps de survie est fonction de la dose inoculée et n’a pas 
dépassé six jours avec les souches récemment isolées, soit aprés 
passage par la souris (Roz., Ch., Lav.), soit par ensemencement 
direct (Bur.). Nous avons eu des résultats identiques avec la 
souche Pa. qui ne figure pas dans le tableau. 

La virulence n’a que faiblement fléchi aprés 4 repiquages ea 
deux ans pour une souche de liévre et 10 en cing ans pour une 
souche humaine, et les délais de huit jours et demi et neuf jours 
nont été observés qu’une seule fois a la dilution limite de 10-* 
qui peut quelquefois n’étre pas pathogéne. 


Tasteau Il- — Comparaison de la virulence i 
pour la souris de deux 
souches de Pasteurella tularensis, deux et cing ans aprés leur 
isolement. (Méme protocole que dans le tableau I.) 


| Di1ution| : Origine de la souche } 
op 2 
Lizvre é Humaine 

1952 1954 | 1949 | 1954 { 
} 107? | +3/, +4/, | +4 +4, | ++4 | ++4/, | 
| 10s | +4 +5 | ++5 +45 | +4, +57 | 
1072 | +45 | 445% | ++4 | +5), +6, 

| elo | +45 | +45), | ee ae | 
107! +47, +6 | +575 +6 | +45 | ++5/, 
! L0ne +454 | 64 47 | $45 | +5), +7 | 
107? | S25. | +8% S | +45), | 1955 
! | | ! 7 | 


Quelle que soit la durée de l’évolution, les lésions sont toujours 
celles de la tularémie aigué ou suraigué avec pullulation de la 
pasteurelle dans les organes ; seul varie le temps d’incubation. 
L’hémoculture sur le milieu électif donne réguliérement une 
culture florissante aprés quarante-huit heures. Nous présumous 
que, a l’égard de la souris blanche, Past. tularensis est virulente 
4 lunité. Si nous admettons que, dans les conditions de nos 
expériences, la dilution 10~° qui tue sous le volume de 0,25 ml 
une souris sur deux contient au moins deux germes vivants par 
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millilire, la suspension mére en contiendrait par millilitre 
environ 2 milliards, chiffre qui n’a rien d’invraisemblable pour 
une suspension correspondant a une teneur par millilitre de 
de 600 millions de Past. pestis en raison de la différence dans 
les dimensions des deux pasteurelles. Encore ce chiffre de 
2 milliards ne tient-il compte que des germes vivants. 

De ces constatations, nous sommes amené a conclure que la 
durée d’évolution de la tularémie provoquée par inoculation d’une 
dose minima mortelle de culture se situe entre six et huit jours, 
et n’atteint qu’exceptionnellement neuf jours chez la souris, que 
la souche provienne de l’homme ou du liévre. 

Cette donnée concorde avec les résultats des expériences de 
A. Lucas et coll. {8], qui, sur les souris inoculées sous la peau 
avec des produits virulents ou des cultures provenant de liévres, 
ont noté des survies comprises entre deux et huit jours. 


Remarque. — Par suite de 1’élimination de l’agent de la tularémie 
par les excreta et de l’extréme réceptivité de la souris, il faut avoir 
soin de placer dans des bocaux séparés les animaux qui recoivent les 
dilutions les plus élevées. Pour avoir négligé de prendre cette précau- 
tion dans nos premiéres recherches, il nous est arrivé de voir mourir 
de tularémie aigué aprés douze ou quinze jours des souris qui avaient 
recu la dilution 10—!° (qui n’est jamais pathogéne avec notre 
technique habituelle), alors que celles qui avaient recu 10—® demeu- 
raient indemnes. L’incident ne s’est jamais renouvelé dés que nous 
avons séparé les groupes de souris éprouvées. 


VIRULENCE POUR LA SOURIS 
DE MATERIEL INFECTE PROVENANT DE LIEVRES. 


Vingt-sept fois nous avons identifié la tularémie sur des 
cadavres de liévres par injection de rate ou de moelle osseuse (2) 
[fémorale]. Que l’examen des frottis révélat la présence ou 
l’absence de germes suspects, les souris sont toujours mortes 
aprés un délai de trois a quatre jours, jamais plus. Notre collégue 
J. Chevé, qui avec son collaborateur J.-L. Gauthier a caractérisé 
la tularémie chez 13 livres en Dordogne en 1950 et 1951, a fait 
les mémes constatations (communication personnelle). 


VIRULENCE POUR LA SOURIS DE MATERIEL INFECTE 
PROVENANT DE LAPINS DOMESTIQUES EXPERIMENTALEMENT INFECTES. 


Exprrrence I (12 mai 1950). — Un lapin recoit sous la peau de 
la cuisse 0,1 ml d’une forte suspension de culture de la souche 


(2) Dans la suite du texte, moelle = moelle osseuse. 
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« liévre Ch. » contenant au moins 15 milliards de germes par 
milllitre. L’animal succombe le huitiéme jour de tularémie aigué. 
Sa moelle inoculée 4 deux souris les tue en quatre et cing jours. 

Un second lapin est éprouvé par friction sur peau rasée et 
excoriée avee un tampon imbibé de la méme suspension. I] fait 
une importante réaction locale avec charbon sous la crotte duquel 
on aspire le qualriéme jour un peu de sérosité qui est injectée 
a 4 souris, 2 dans le péritoine et 2 sous la peau ; elles meurent 
respectivement en quatre et cing jours. Le 20 mai, soit huit jours 
apres l’infection, séroagglutination positive, 1/2 000. ‘Le 1° juin, 
la lésion locale a presque disparu. Une ponction raméne encore 
quelque sérosité dont l’injection est supportée sans dommage par 
deux souris. Le lapin est sacrifié le 12 juin. Il n’est porteur 
d’aucune lésion et on ne parvient pas 4 isoler la pasteurelle de 
sa moelle ni de sa rate par ensemencement ou par injection a des 


souris, 


Exp. II (8 juin 1950). — Deux lapins sont éprouvés comme les 
précédents avec une suspension analogue a celle de l’expérience | 
dune culture de la souche « homme (Lav. ». Ils survivent et n’ont 
a aucun moment manifesté de trouble apparent. La réaction locale 
chez celui inoculé sur peau rasée est insignifiante. Deux autres 
lapins sont inoculés avec la méme suspension par voie péritonéale 
et n’ont pas davantage réagi. Les quatre animaux sont sacrifiés, 
les premiers aprés vingt jours, les deux autres aprés un mois. 
Absence de toute lésion ; stérilité de la rate et de la moelle. Séro- 
agglutinations positives aux taux de 1/500 a 1/1000. 

Si nous rapportons cetle seconde expérience bien qu elle n’ait 
pas comporté d’inoculation positive a la souris, c’est qu’elle nous 
enseigne que le lapin est susceptible de révéler des degrés dans 
la virulence de deux cultures de provenance différente — lievre 
et homme — que l’inoculation a la souris ne permet pas d’appré- 
cier. Mais nous ne déduisons pas de cette unique observation 
qu’un pareil contraste existe réguligrement entre les souches 
humaines et animales. Soulignons toutefois que Lucas et coll. [8], 
dont les recherches ont toutes été conduites avec des souches de 
liévre, considérent le lapin domestique comme trés sensible a la 
maladie expérimentale, surtout provoquée par voie péritonéale. 
Si pour eux la voie sous-cutanée est moins sévére, elle n’en 
détermine pas moins la mort entre sept et onze jours avec des 
doses qui ne nous semblent pas supérieures 4 celles que nous 
avons employées avec la souche humaine Lav. 


Exp. III (8 octobre 1952). — Deux lapins recoivent sous la 
peau 0,2 ml d’une suspension contenant environ 3 milliards de 
germes par millilitre, souche « liévre Ch. ». L’un meurt au cours 
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d’une saignée d’essai le cinquiéme jour. Sa rate est élargie et 
finement piquetée de granulations. Foie et poumons normaux. 


3 souris inoculées avec broyat de rate....-..-. t+ rp a JOURS 
3 souris inoculées avec broyat de poumon..° . +++ 6 jours 


Ensemencement de la rate du lapin : absence de culture. Séro- 
agglutination, 1/500. 

Le second lapin meurt également a l’occasion d’une saignée. 
Séroagglutination, 1/2 000. L’animal, dont l’état est resté parfait, 
a des lésions marquées du foie, de la rate et des poumons qu) 
sont parsemés de granulations. Ensemencements : 


Moelleieiapounionsi ae aus ee mena 0 cniture. 
15) CMY a ce led, PAS” eS emCR AN Pal culture aprés 5 jours. 


Inoculations A 2 souris: 


Moélleuk .. 3.0). bfets eee Ale ae ee 4-743 
Lh a a ee eM ee) ah Mn Th oto ++ 7 
POU OD cnce once, pe kaies! cheno mii ie sees, Goa: Daa eer +6+ 7 


La tularémie est confirmée chez ces souris par des passages 
de leur rate 4 des souris neuves qui meurent entre deux et quatre 
jours. Pour la premiére fois, nous voyons une incubation pro- 
longée au dela de neuf jours chez des souris qui ont recu au 
moins une dose mortelle de virus dans le matériel prélevé sur un 
animal porteur de lésions de tularémie subaigué, et qui aurait 
vraisemblablement survécu sans l’accident de la saignée. On notera 
que l’ensemencement de la rate a seul été positif, bien que la 
moelle et les poumons fussent encore infectants pour la souris. 


Exp. IV (8 juin 1953). — Une suspension faiblement opales- 
cente (500 4 800 millions de germes au millilitre) de culture de 
la souche humaine Lav. est inoculée aux doses de 1/4, 1/2, 3/4 et 
1 ml sous la peau de 4 lapins: n°* 1, 2, 3, 4. Réaction locale 
et générale insignifiante, sauf pour le n° 4 dont l’état redevient 
normal le sixiéme jour. 

[Le douziéme jour, sacrifice du n° 1. Absence de lésion locale. 
Rate nettement hypertrophiée et dépolie, quelques granulations sur 
le foie. Ensemencements rate et moelle négatifs. 

Inoculations 4 5 souris : 


ogni ie the Se eee See > Conta eae + 40° 1/2 +43, 8, S, Ss. 
MEM TMS AS Otc ong, Chic Sh uisrusiy te. Se 


Le quinziéme jour, sacrifice du n° 2. A Vautopsie, mémes 


constatations que sur le préeédent. Ensemencements rate et moelle 
négatifs, 
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Inoculations a 5 souris : 


Rete Ga. eee ie AO 2a AA Sees: 
MOOG Rica ce Bis cc. PLZ S595 95 Se 


Séroagglutination, 1/3 000. 

Le dix-neuviéme jour, sacrifice du n° 4. Pas de lésions viscé- 
rales, mais abcés au siége de Vinoculation. Ensemencements : 
pus, rate, moelle négatifs. 

Inoculations a 5 souris : 


PUSTACUADCCCM ENO ES enc meet ts oe ee Sie uo ine 
INGO rete ee Rs cae ck eM Eee Ske; Si Soe oes 
Moelle inter ate est. OO, eee eee : 5 aeSieS) SSS: 


Séroagglutination, 1/5 000. 

Le lapin n° 3 n’a pas été sacrifié afin de pouvoir suivre |’ évo- 
lution du taux des agglutinines sériques qu’il n’est pas sans intérét 
de reproduire, car nous y reviendrons dans la discussion. 


ERE res ae ee er ie Se rea a . 4/3 000 
AIS HOULL eran Sh ; Pe See > = 4/52000 

Sy Cer oe eee: igs a rn er a ee 1/3 000 
ASU HO UT tes ueAN ERE et clear a oti a Peeters 62000 

Oem OU Leper crash tenn ene. 53 ee. Se ed (leer 4/2 000 
Gosjourne : Kes ; 1/1 000 

U DOSE TOU eae e Cais LS Se Reorder et SE 4/500 

Exp. V (19 juin 1953). — Deux lapins recoivent sous la peau 


de la cuisse, l’un 3/4, Vautre 1/4 de millilitre de suspension de 
la souche « liévre Ch. » de méme opacité que celle de l’expé- 
rience IV. Le premier meurt en trois jours. L’ensemencement de 
la rate sur les frottis de laquelle on ne voit pas de germes est 
positif en quarante-huit heures. 

Inoculations a 3 souris : 


INAtGHoene amie ct uae fe, fn ly fs sven ribet = PD wdD) tt Bets te he a 


Le second succombe quelques heures apres le premier. On ne 
décéle pas davantage de germes dans sa rate dont l’ensemence- 
ment est aussi positif en quarante-huit heures. 

Inoculations 4 3 souris : 

Rates: tebe sists ise 26s h dese ole +24/2 +3 +3 41/2 


Cette souche, qui fut isolée en 1950, semble avoir une virulence 
exaltée apres trois ans de repiquages biannuels si l’on compare 
son comportement chez le lapin en 1950 (exp. I) et en 1953 
(exp. V). Bien que leur rate ne montrat pas de microbes visibles 
sur frottis, le broyat n’en a pas moins provoqué la mort des 
souris dans des délais aussi courts que si celles-ci avaient été 


146 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


éprouvées avec une rate méme de souris dans laquelle foisonnent 
les pasteurelles spécifiques. 


Exp. VI (11 décembre 1953). — Quatre lapins sont inoculés, 
toujours sous la peau, avec 0,5 ml d’une suspension de culture 
de la souche « humaine Bur. » contenant environ 4 milliards de 
germes au millilitre. Tous meurent en 3 jours, quatre jours et 
demi, cinq jours et demi et six jours et demi et, comme chez les 
précédents, on ne voit pratiquement pas de germes dans la rate. 

Inoculations : 


2 souris avece-la rate dults lap. 272 > 96 4/2" 

2 souris avec la rate du 2¢ lapin. .... +6 4/2 + 6 4/2 

2 souris avec Ja rate du 3° lapin..... +40 +44 

5 souris avec la rate du 4° lapin. .... +5 ++7 +8. + 40 


A noter que malgré la mort rapide des lapins, l’incubation chez 
les souris a été relativement longue. Jl s’agissait d’une souche 
humaine. 


Exp. VII (19 janvier 1954). — Trois lapins sont inoculés avec 
0,5 ml d’une suspension de la méme souche Bur., mais ne conte- 
nant que 500 4 700 millions de germes par millilitre. Absence de 
réaction générale. L’un est sacrifié le sixieme jour. Hypertrophie 
modérée de la rate. Ensemencements : avec la moelle, une seule 
colonie aprés 6 jours d’incubation; avec la rate, nombreuses 
colonies aprés trois jours. 

Inoculations 4 3 souris : 


Raton re” aad ee Pen en ‘ rf 


Séroagglutination, 1/500. 

Second lapin sacrifié le treiziéme jour. Présence d’une adénite 
dont l’ensemencement est posilif, ceux de la moelle et de la rate 
négatifs. 

Inoculations & 8 souris : 


Séroagglutination, 1/2 000. 


Troisiéme lapin sacrifié le vingt et uniéme jour. Présence d’une 
adénite dont l’ensemencement est négatif. 
Inoculation a 5 souris : 


Sérosité de l’adénite.. . + 84/2 + 9 AP) SBE TOMS ese 


Exp, VUI (19 janvier 1954). — Trois lapins inoculés selon le 


méme protocole que dans l’expérience VII, avec la souche 
« liévre Ch. ». 
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L’un meurt le sixiéme jour. Rate hypertrophiée. Présence de 
germes dans les frottis. Ensemencements rate et moelle : positifs 
en trente-six heures. 

Inoculations 4-3 souris : 


Raley rare Smenrn st ees. We eae Ab, hes ads yo eee 
Moelle . at 


Séroagelutination, 1/500. 

Second lapin sacrifié le treiziéme jour. Séroagglutination, 
1/2 000. 

Présence d’une adénite dont l’ensemencement est positif, ceux 
de la rate et de la moelle sont négatifs. 

Inoculations a 8 souris : 


Moecllorairestiietsis .< 22S .0F EQS! oh cganests aySiuSaS 
Raters? chs of east sks cee Ot oa ers SP ee SSeS? 


Troisiéme lapin sacrifié le vingt et uniéme jour. Séroagglutina- 
tion, 1/1 000. 

Présence d’une adénite dont l’ensemencement est négatif. 

Inoculation a 5 souris : 


Parsi deultadénitere Gare Ns cy tle Sees oe AAS! WED SSS: 


A cette suite d’expériences, nous ajoutons les constatations 
suivantes : 

a) Des cultures des souches Ch. et Mo. (liévres) et Lav. (homme) 
maintenues depuis quinze mois en glaciére, délai aprés lequel 
Past. tularensis n’est que rarement repiquable, sont réensemen- 
cées en masse. Une seule (Lav.) pousse aprés cing jours. En 
méme temps on a inoculé une forte dose de suspension de ces 
vieilles cultures, chacune a 5 souris : 


Souche: Wayeen ween Ga. feet ee MMOs SPO, Po NO: 
Souche.Chre Glen ewe: : 43 +44 +15 +48 +419 
SOucheeMOsEN eee eee Cae a es Oaks) Oe 


Chez la souris morte avec la souche Lav., la tularémie est 
confirmée par le passage de sa rate 4 deux souris neuves qui 
meurent en deux jours et demi et trois jours. De méme le passage 
de la rate d’une des souris de la souche Ch. les tue en trente-six 
heures. 

b) La premiere souche humaine que nous ayons isolée en 
France provenait d’un cas de tularémie ganglionnaire observé dans 
le service du D* Delafontaine a l’hdpital de Saint-Denis [9]. 
P. Cordier inocula avec la sérosité d’une adénite axillaire remon- 
tant 4 deux semaines un cobaye qui mourut le treizi¢éme jour et 
deux souris dont l’une mourut aussi le treiziéme jour, l'autre 
étant sacrifiée mourante le quinziéme jour. Mais la malade dont 
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il s’agissait avait recu de la streptomycine avant le prélevement. 
Nous avons attribué cette prolongation d’incubation de la maladie 
expérimentale a l’action de l’antibiotique. Nous hésiterions aujour- 
@hui a formuler cette hypothése. La culture de la souche en 
question, isolée du sang de la souris, se montra dans la suite 
hautement virulente pour cet animal (souche Roz., tableau I). 

c) Des cultures de Past. tularensis sur milieu de Francis préparé 
avee du sang humain normal ou le sang d’un ancien tularémique 
ayant toujours un séro posilif sont tout aussi virulentes pour ta 
souris que celles qui croissent sur le milieu classique au sang de 
lapin. L’évolution n’a pas dépassé six jours de part et d’autre 
dans les conditions de nos expériences avec des dilutions de 10—* 
a LO 


Temps moyen avec sang de lapin. .... ... ~. 4 jours 1/2 
Temps moyen avec sang humain. .......... 4jours 3/4 


Discussion. 


Deux notions essentielles se dégagent de notre expérimentation : 

1° La virulence pour la souris du matériel tularémique prélevé 
sur les animaux est d’autant plus marquée que l’évolution du 
processus a été plus rapide chez eux. Dans la tularémie natu- 
relle du li¢vre qui représente la source majeure de la contami- 
nation humaine, cetle évolution ne dépasse pas quatre jours. Elle 
est du méme ordre que celle qui régit les passages de souris 
a souris, malgré le contraste frappant qui existe entre lVaspect 
des frottis d’organes dans les deux espéces : une rate de souris 
révele une telle densité microbienne entre les éléments cellulaires 
et a la périphérie des préparations qu’on croirait avoir affaire 
a un frottis de culture ; rien de tel dans Ja rate du lévre ot le 
plus souvent examen microscopique n’est d’aucun secours pour 
confirmer un diagnostic. 

2° Des considérations analogues expliqueraient le succés ou 
l’échec des ensemencements : culture rapide et florissante avec ia 
rate ou la moelle osseuse des liévres et des souris, parfois du 
lapin domestique lorsque Vinfection expérimentale entraine chez 
lui la mort en moins d’une semaine (exp. V et I), malgré l’absence 
ou la rareté des germes visibles dans les viscéres ; croissance 
lente ou nulle des germes présents dans la rate ou la moelle pré- 
levées A des stades viariés de la maladie évoluant vers la guérison 
spontanée,. 
_A Veégard de la souris, les cultures de 5 souches isolées en 
France manifestent une virulence identique. C’est entre deux et 
huit jours que la mort survient avee un tableau anatomique et 
bactériologique constant, celui d’une tularémie aigué; seul varie 
le temps d’incubation qui est fonction du nombre de germes 
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inoculés. Au dela de huit a neuf jours, on est fondé a admettre 
une atténuation de virulence. Cette constatation, inconnue avec une 
dose minima mortelle de culture, est au contraire commune avec 
les prélévements effectués chez les lapins domestiques éprouvés 
par des doses inframortelles de culture et sacrifiés A intervalles 
plus ou moins rapprochés (exp. LEV SV iy Vide VE). e Miais 
cette atténuation de virulence n’est que transitoire, car un second 
passage de souris 4 souris tue celle-ci dans le délai habituel de 
deux 4 quatre jours. 

Chez Vhomme, la tularémie a une évolution particuliére ; elle 
revét dans la majorité des cas l’aspect d’une affection subaigué, 
bientot trainante si elle n’est pas traitée en temps opportun ; les 

manifestations allergiques prennent rapidement le pas sur le syn- 
drome infectieux. La forme pulmonaire a un caractére plus aigu 
peut-étre, cependant l’extériorisation de l’agent éliologique n’est 
pas immédiate et, dans le temps qui la précéde, celui-ci a pu, 
dans un organisme qui est en fait peu favorable 4 sa multiplica- 
tion, perdre une part de son pouvoir pathogéne. C’est au sur- 
plus Vhypothése qui a inspiré notre travail, lequel lui apporte 
la premiére confirmation sur le plan expérimental. 

Ce nest d’ailleurs pas la premiére fois que l’on signale des 
modifications de virulence de souches de Past. tularensis selon 
la nature de l’héte qu’elles affectent. Ainsi Green [40], dans des 
expériences de transmission directe de la tularémie a des 
cobayes avec du matériel prélevé sur des léporidés et sur des 
grouses (espéces naturellement sensibles), a rapporté que Se 
délai d’incubation avait une durée moyenne de six jours avec 
les provenances de liévres et de lapins sauvages, et de quinze 
jours avec celles des grouses; cette différence se maintenait 
méme a travers les passages par cobayes comme par les arthro- 
podes vecteurs. Or, si des espéces de lapins (Sylvilagus) sont 
aux U.S.A. la source principale des infections humaines, la 
grouse, a notre connaissance, n’a jamais été incriminée comme 
agent de contamination. 

Mais, sur le plan doctrinal, nous sommes conduit a nous 
demander si l’échec des ensemencements et des inoculations qui 
est de régle lorsqu’on cherche a identifier l’agent étiologique 
dans le contenu des adénites aprés la phase fébrile du début 
implique nécessairement sa disparition. Croissance in vivo et 
in vitro, autrement dit virulence sensu stricto et « virulence in 
vitro » sont paralléles. Nous avons souligné a dessein que parmi 
trois vieilles cultures non repiquées depuis quinze mois, lune 
devait étre considérée comme morte ; la seconde, non repiquable, 
tuait encore les 5 souris éprouvées aprés une incubation parti- 
culiérement longue ; la troisiéme, dont une subculture était péni- 
blement obtenue, ne tuait, toujours tardivement, qu’une souris 
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sur cing. Ne peut-on supposer que dans J organisme, avant son 
effective ¢limination, Past. tularensis passe par un état d’inacti- 
vation ou sa vitalité et sa virulence sont atténuées a un point tel 
quelle ne peut plus étre canactérisée, mais continue a se 
comporter comme un antigéne vivant? Hypothése témeéraire 
certes, mais qui nous aiderait a expliquer cette progression du 
taux des agglutinines sériques chez homme durant plusieurs 
semaines aprés la disparition apparente de agent étiologique. 
Il est difficilement concevable que sans la persistance d’un anti- 
gene vivant, on observe dans la tularémie des taux qui atteignent 
et dépassent parfois 1/10000, alors que les essais d’immunisa- 
tion par microbes tués (formolés ou chauffés) ne déterminent 
chez homme et les animaux que des taux d’agglutinines qui ne 
dépassent guére 1/100 et 1/1000 chez le lapin soumis a une 
hyperimmunisation. Chez le lapin non sacrifié de l’expérience VI, 
les agglutinines ont atteint leur taux maximum entre le dix- 
septiéme et le trente-quatriéme jour. Or, dans cette expérience, 
le lapin qui, méme éprouvé plus sévérement que le précédent, 
fut sacrifié au bout de dix-neuf jours, n’avait plus de pasteurelles 
décelables. Affirmerions-nous qu’elles avaient effectivement dis- 
paru chez ces deux animaux dix-neuf jours aprés inoculation ? 


R&suUME. 


L’infection expérimentale de la souris par Pasteurella tula- 
rensis évolue toujours sous forme aigué dans un délai de deux 
a huit jours, jamais plus ; ce délai est fonction de la dose infec- 
lante quand |’épreuve est réalisée avec des dilutions appropriées 
de culture sur milieu de Francis. A ce point de vue, la souris 
se comporte de fagon identique avec toutes les souches. Mais si 
Yinfection est consécutive A Vinoculation directe de produits 
virulents et non plus de microbes de culture, l’incubation peut 
étre prolongée de plusieurs jours ; elle dépend de l’origine de 
la souche et de l’époque a laquelle le prélévement a été effectué 
lorsqu’on opére sur un animal qui, comme le lapin domestique, 
offre une certaine résistance qui est inconnue chez les espéces 
victimes d’épizooties naturelles comme les léporidés. La viru- 
lence du matériel tularémique pour la souris est d’autant plus 
marquée que la maladie a évolué plus rapidement chez l’animal 
qui, comme le lévre, meurt en quelques jours. L’expérimenta- 
tion sur des lapins A qui on a inoculé des doses variables de 
cultures de souches de provenance différente a montré que leur 
virulence subissait une atténuation transitoire, en particulier chez 
ceux qui survivent et sont sacrifiés 4 intervalles allant de six 
a trente jours. Il a été noté un parallélisme étroit entre le pou- 
voir de croissance in vilro et la virulence. 
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Par analogie avec ces constatations sur le lapin, l’auteur pense 
que dans l’organisme de |’homme (dont la sensibilité a la tula- 
rémie ne peut étre comparée a celle des léporidés au contact 
desquels il contracte infection), Past. tularensis subit une atté- 
nuation de virulence, également transitoire, qui disparait en 
culture ; on ne comprendrait pas autrement l’absence de conta- 
mination interhumaine contrastant avec la fréquence des conta- 
minations naturelles et des infections de laboratoire. 

L’éventualité d’une persistance du microorganisme, notamment 
dans les adénites tularémiques, sous une forme non décelable 
par V’ensemencement ou l’inoculation, est discutée en raison de 
lintérét immunologique que comporte cette hypothése. 
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VARIATIONS DU NOMBRE DES GROUPES 
FONCTIONNELS LIBRES AU COURS DELA DENATURATION 
DU SERUM PAR LA CHALEUR ET LE FORMOL 


par J. LOISELEUR (°), 
avec l’assistance de M''* L. CATINOT 


(Institut Pasteur. Service de Chimie Physique) 


La dénaturation du sérum sanguin par la chaleur s’accom- 
pagne d’une instabilité des constituants protéidiques [4, 2, 3] ct 
de modifications du diagramme électrophorétique [5, 6]. Le 
titrage conductimétrique apporte quelques renseignements com- 
plémentaires. . 

I. — TECHNIQUES. 


NoMBRE DES GROUPES FONCTIONNELS LIBRES. — On _ sait que 
chaque protéide est caractérisé par la présence d’un certain 
nombre de groupes fonctionnels qui sont répartis — a [état 
libre, dissociables — sur la périphérie de la molécule. Ces 
groupes permettent au protéide d’entrer en réaction et de mani- 
fester son existence : ils sont responsables de son comportement 
chimique et immunologique. Ils se divisent en deux catégories : 
dune part, les groupes acides qui englobent les groupes car- 
boxyles — COOH, les groupes thiols — SH et, dans certains 
cas, les groupes phénoliques — OH, et, d’autre part, les groupes 
basiques, aminés — NH, ou iminés = NH. 

Un exemple illustre immédiatement l’intérét de la connaissance 
du nombre de ces groupes : l’électrophorése renseigne sur les 
mobilités des différents protéides qui constituent le sérum. Mais 
ces mobilités sont la manifestation de l’existence de ces groupes 
libres et un progrés considérable consisterait & dénombrer préci- 
sément ces groupes eux-mémes. 


Potps ‘quivatents. — Dans le cas général d’un protéide pur, 
de poids moléculaire connu (PM), on ealcule trés facilement le 
nombre de ces groupements si l’on connait le poids du protéide 
qui peut se combiner & 1000 cm* de NaOH N: c’est le poids 
équivalent acide (pe,) et il suffit de diviser le poids moléculaire 


(*) Manuscrit recu le 10 avril 1955. 
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par ce poids équivalent pour connaitre le nombre n, des groupes 
acides, supportés par le protéide considéré : 


_ PM 
DA = pea 
De méme, connaissant le poids équivalent basique (pez) — c’est 


le poids de protéide qui peut se combiner a 1 000 cm* de HC] N 
—, on calcule le nombre (ny) de groupes basiques : 


PM 
pes 


nB = 


Dans le cas du sérum qui est constitué par une association de 
protéides de constitutions et de poids moléculaire différents, le 
poids moléculaire peut étre représenté par Yn.PM, et les for. 
mules précédentes deviennent : 


=n. PM: 


4 
OY = a PAIR DR Dy 
ea pes 


Pour 1 g des protéides sériques, ces formules deviennent : 


\ 4 4 
,4= SO In. PM => : 
BA ="ya. PM pea ne pea 
| 1 
i = - z M= : 
a2 Sin, PM pes ee pes 


Autrement dit, le nombre des groupes fonctionnels libres peut 
étre connu immédiatement a la condition de ramener le calcul 
a 1 g de protéides, ce qui rend inutile la connaissance du nombre 
des protéides sériques et de leurs poids moléculaires respectifs (1). 

Il suffit ainsi de mesurer les poids équivalents acide (pea) 
et basique (pe ), et cette mesure est ala fois simple et exacte, 
en employant la méthode conductimétrique. 


MESURE DES POIDS EQUIVALENTS PAR LA METHODE CONDUCTIME- 
TRIQUE. — On sait que le titrage conductimétrique de Kohlbrauch 
repose sur la mobilité particuliérement élevée des ions H+. Si 
Yon introduit des quantités croissantes d’acide dans une hase, !a 
conductivité présente une brusque augmentation des que l’acide 
est en excés: il en résulte que la courbe de conductivité est 
formée, dans le cas général, de deux droites de pentes diffé- 
rentes, lune relative aux conductivités du sel formé et de Ja 
base non encore saturée, l’autre a celles du sel et de l’acide en 
excés. [L’intersection de ces deux droites correspond au point 
d’équivalence, et la méthode conductimétrique ne différe d’un 
titrage chimique que par le test — plus sensible —- employé pour 


(1) Il est bien évident que le titrage potentiométrique conduit au 
méme résultat, mais avec une technique plus compliquée et plus 


longue. 
Annales de UInstitut Pasteur, t. 89, n° 2, 195d. 11 
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saisir Je poimt d’équivalence (2). Hitchcock [7] a propose d’appli- 
quer cette méthode aux protéines ; mais, dans de nombreux cas, 
le titrage direct est en défaut par suite de l’hydrolyse et de 
l’équilibre des formes R — NH,OH et R— NH,Cl vers le point 
d’équivalence, lequel devient ainsi masqué par Veffet tampon. 
On pourrait obvier & cet inconvénient en opérant en milieu orga- 
nique de facon a abaisser la constante diélectrique, mais la 
méthode est trés laborieuse [8]. Il est plus simple d’opérer par 
litrage conductimétrique en retour, ce qui revient a introduire, 
au début du dosage, un excés de HCl. Une partie de l’acide 
sature les groupes basiques et l’excédent, resté libre dans la 
solution, peut étre titré en retour, sans difficulté, par addition 
progressive de NaOH. 

Au cours du titrage, la mesure conserve successivement les 
formes suivantes : 


CO,H 
: R 
RNH,Cl RNH,Cl a 
——— RNH,Cl see => Coe . 
+ HCl +RNH,OH J 2 
NH3+ 
A 
équivalence 
basique wre 


On opére de méme pour le titrage de l’équivalence acide, mais 
en introduisant, au début du titrage, un excés de NaOH. Les 
formes successivement titrées deviennent : 


CO.H 
¥ 
R 
hCNa RCO,Na SS 
< a) IN ROO Naeem 2 Pt NH 
+Na0H + RCOH bt 
+R 
x 
NH, + 
A 
équivalence 
acide Dall 


(2) En admettant que l’antigénicité d’un protéide résulte du nombre 
des groupes fonctionnels libres et de la disposition de ces derniers sur 
la molécule, cette antigénicité peut étre représentée par un « facteur 
d’antigénicité g, » dont le calcul est immédiat : a = n’, + n’,. 
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Pratiquement, on mesure la résistivité de la solution en 
y plongeant une petite cellule de mesure constituée par deux 
électrodes identiques en platine platiné, d’une surface de 1 cm? 
chacune. Ces électrodes sont soudées sur une monture en verre 
qui les maintient paralléles, A une distance de 1 cm. L’ensemble 
délimite ainsi un cube de 1 cm de cété, dans lequel s’effectue 
la mesure (8). On opére sous une tension alternative de 1 000 p/s 
de fagon 4 éliminer les effets de polarisation aux électrodes. La 
résistivité est mesurée avec un pont de Kohlbrauch en utilisant, 
comme indicateur, un tréfle cathodique. 

Pour la mesure de |’équivalence acide, on introduit successi- 
vement dans un bécher 2 cm* de sérum et 10 cm? d’eau distillée. 


mho 


+50 HN 
ne 
GwN 


CONDUCTIVITE 
CONDUCTIVITE 


‘ 1 
4cm3 HC] N 4cm3 NoOH N 
sie) 10 
Course 1. — Mesure du poids Course 2. — Mesure du poids 


équivalent acide (sérum normal). équivalent alcalin (sérum normal). 


On ajoute 0,5 cm* de NaOH N et a nouveau 20 cm? d’eau dis- 
tillée. Aprés chaque addition, on agite avec la cellule de mesure 
qui reste constamment immergée dans le bécher. L’ensemble est 
plongé dans un bain maintenu a 20°. Aprés avoir mesuré la 


résistivité initiale, on introduit 0,25 cm*® de HCl = ; on agite et 
on mesure la nouvelle valeur de la résistivité. On introduit ainsi, 
au total, 5 cm* de HCl = , par additions successives de 0,25 cm’ 
et en mesurant chaque fois la résistivité correspondante. 


(3) Au cas oti la forme géométrique de la cellule est imparfaite, il 
suffit d’étalonner la cellule sur une solution de résistivité connue et 
de calculer le coefficient de correction qui affectera toutes les mesures. 
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On calcule la conductivilé (qui est Vinverse de la résistivité) 
et on construit le graphique sur un papier millimétrique en 


Naa 
portant en abscisse les valeurs successives de HCl 0 (échelle 


= 4 em pour-1 cm* de Hcl) et en ordonnées les valeurs 


correspondantes de la conductivité (échelle = 0,3 cm pour 
1 mho). On constate (fig. 1) que les points s’alignent sur deux 
droites AB et CD, dont le point d’intersection est situé pour la 


valeur de 3 cm*® de Holes. La différence entre cette valeur et 


le volume de NaOH N introduit initialement, conduit a 0,20 cm* 
pour l’équivalence acide des 2 cm* de sérum titré. Le dosage 
des protéides du sérum (4) ayant indiqué que 2 cm* contiennent 
0,1432 g de protéides, il en résulte que pour neutraliser 1 000 cm® 

: 0,1432 x 1 000 
de NaOHN, il faut TE 
sérum considéré, valeur qui constitue le poids équivalent acide 
du protéide. Le nombre des groupes fonctionnels acides est 
linverse de cette valeur : 


= 716 @ des protéides du 


i 
HE Wp 2, 


On mesure l’équivalence basique en opérant de la méme facon, 
mais en introduisant d’aburd 0,5 de HCI N et en titrant par 


ne, N 
additions successives de NaOH 55. La courbe 2 montre que la 


pente est constituée par la succession de deux droites de pentes 
légérement différentes FG et HK, l’une correspondant a la neu- 
tralisation des = NH et l’autre a celle des —NH,. Le point 
d’intersection avec la droite horizontale C’D’ se trouve A 3,05 de 


N 
NaOH 5 - Par un calcul analogue au précédent, on trouve que 


2 cm® de sérum se combinent a 0,195 cm? de HCIN, ce qui 


(4) 5 cm* de sérum sont versés goutte A goutte et en agitant dans 
50 cm* d’alcool & 95°. On porte quelques instants A l’ébullition et on 
recueille le précipité sur deux filtres plissés équilibrés, en entrainant 
par un peu d’alcool les parcelles de protéide adhérentes au vase de 
précipitation. On introduit les filtres dans un appareil de Kumagawa 
et Suto et l’on procéde A l’épuisement continu aA lalcool A 95° pendant 
cing heures. Les filtres sont séchés & l’étuve A 100° (trois heures) et 
pesés comparativement aprés refroidissement dans un dessiccateur, Le 
poids obtenu, multiplié par 200, donne la quantité de protéides par 
litre de sérum (méthode de Grigaut, Boutroux et Codounis). 
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donne pour le nombre des groupes fonctionnels basiques la 
valeur : 


n'3 = ee =a = 136.10 —8, 
PRECISION DE LA METHODE. — Grace a l’alignement parfait des 
valeurs mesurées et A la grande échelle de la courbe, on peut 
5 
apprécier facilement a de centimétre cube. 
TaBLeau I. 


Equivalence acide bquivalence basique 


; NaOH N Poids Nombre : HCl N Poids Norabre 

: combinée équivalent des : combinée équivalent des 

3.4 2cc de acide groupes ; a 2cc de basique groupes 

: sérum Pe acides ; sérum p basiques 

A A - 5 <B é 

: n'y : nts 
ler titrage 0,20 716 g. 1,39.10° 0,195 734g.  1,36.1079 
28 titrage 0,20 $16 S 0,1925 743 134." 
3é titrage 0,20 716 Md 0,1975 725 ly3o7. " 


Le tableau I indique les valeurs obtenues en répétant |’ opéra- 
tion sur le méme sérum. 
La précision de la méthode est ainsi égale a 3,77 p. 100. 


II. — DENATURATION DU SERUM PAR LA CHALEUR. 


Le nombre des groupes fonctionnels libres subit de grandes 
variations quand le sérum est soumis a l’action d’une chaleur 


progressive. 
Le sérum (cheval), scellé en ampoules, est chauffé progress:- 
vement jusqu’a 67°5. La technique consiste a maintenir simul- 


TasLeau II. 


Equivalence acide : _Equivalence basique : 


Température ; 3 : 

de : _Poids Nombre des : Poids Nombre des : _ 
chauffage : ¢qui- groupes fone-: 4qui- groupes fonos Visco-: Densité 
du sérum : valent tionnels : valent tionnels ssité <:optique 
: acides 3 basiques 2(a :(a 20°) 

4 . . oO). 

jul eS EE aeesier 
non chauffé 716 g. 1,39.1079 716 g. 1,39.107° 1,329.0° 0,1770 
35° 716 1,39, 698 Ri aSie eer 0,1790 
37,5 774 1,29). 804 1,24. 1, 320% 0,1810 
40 818 1,22. 830 MONS, 1,290, 0,1820 
42,5 818 Door 818 deen 1,326. 0,1795 
45 784 AS 854 Les oe. 0,1910 
47,5 954 1,04, 954 aO4rs Seo 0, 1800 
50 939 1,06. 1,004 0,99. ole 0, 1900 
52,5 954 Org 1,008 0,99. STACY AO 0, 1800 
55 761 DSL. 852 Lae 1,376. 0, 1840 
57,5 795 1,26. 818 Dees a DOS: 0, 1890 
60 BRA2 Dee 856 Di 6le 1,918, 0, 2140 
62,5 842 Les &2 Les 2,709, 0, 2520 
65 745 1,34. 795 als ale 3 0, 3840 
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tanément toutes les ampoules dans un thermostat maintenu a 30° 
pendant quinze minutes. On retire alors une ampoule et on éléve 
rapidement la température a 37°5. Aprés quinze minutes, on 
retire une ampoule et on continue ainsi jusqu’a 67°. 

Avec cette technique, le sérum chauffé a 40° a done été chauffé 
quinze minute a 85° + quinze minutes & 37°5 + quinze minutes 
a 40°. De méme, le sérum, chauffé A 50°, a été maintenu quinze 
minutes a 385° + quinze minutes a 37°5 + quinze minutes 
a 40° + quinze minutes a 42°5 + quinze minutes a 45° + quinze 
minutes 4 47°5 + quinze minutes a 50°, etc. 

Le tableau II indique les résultats des titrages. 

Ces résultats sont plus expressifs si on les traduit en courbe 
(courbe 3). 


NOMBRE DES GROUPES FONCTIONNELS LIBRES 


oes ee ae 
35° 45° 35° _ 65° 
TEMPERATURE DE CHAUFFAGE DU SERUM 


Course 3. — Variations du nombre des groupes fonctionnels libres au cours 
de la dénaturation du sérum par la chaleur. 


—— Nombre des groupes fonctionnels basiques libres. 

---- Nombre des groupes fonctionnels acides libres. 

Le graphique comporte les variations simultanées de la viscosité et de la densité 
oplique. 


La courbe 8 apporte, sur la dénaturation, les renseignements 
suivants : 


1° L’association des protéides sériques constitue un systéme 
o> “7 ib . . - 
dont l’équilibre est extrémement sensible a l’action de la chaleur, 
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2° Aprés Je chauffage 4 la température mentionnée en chaque 
point de la courbe, le sérum a dt étre conservé pendant plu- 
sieurs jours a la glaciére avant que l’ensemble des titrages soit 
effectué. La courbe montre que chacune des modifications de 
V’équilibre, consécutives a Vaction d’une chaleur définie, est 
restée irréversible. Mais l’action d’une température plus élevée 
modifie & nouveau cet équilibre. 


3° IJ est remarquable d’observer le parallélisme presque par- 
fait entre les variations des courbes acide et basique. 


4° La courbe présente trois phases principales : a) entre 42°5 
et 52°5, une diminution importante (28,76 p. 100 pour les groupes 
acides et 26,05 p. 100 pour les groupes basiques) qui atteint son 
maximum entre 50° et 52°5. C’est la phase de condensation, au 
cours de laquelle le complément disparait. b) Une augmentation 
entre 52°5 et 57°5, pouvant correspondre a des modifications de 
structure. C’est la phase d’hydratation. c) Une nouvelle diminu- 
tion brutale entre 57°5 et 67°5. Cette diminution du nombre des 
groupes libres est accompagnée d’une chute importante de la 
solubilité et de la stabilité. C’est la phase de gélification, phase 
au cours de laquelle apparaissent Vopalescence (appréciée par 
augmentation de la densité optique), la formation d’agrégats, 
signalée par Joly et Barbu [9], et l’augmentation de la viscosité, 
déja constatée par Lecomte du Nouy [40)}. 


II]. — D£natTuRATION DU SERUM PAR LE FORMOL ET LA CHALEUR. 


Il est intéressant de voir maintenant ce que deviennent les 
groupes acides et basiques quand on fait intervenir simulta- 
nément les actions du formo] et de Ja chaleur. A priori, on peut 
prévoir : 1° que le blocage des groupes basiques par le formol 
va s’ opposer a la combinaison réciproque que les groupes acides 
et basiques présentent au cours du chauffage précédent ; 2° que, 
par conséquent, les courbes représentatives ne présenteront plus 
le parallélisme observé dans l’expérience précédente. 

Le sérum est d’abord additionné de formol et de soude selon 
les proportions suivantes (5) : 


Sérum noemal desehevaws mows s as eye oe 100 cm 
Pormolea sO parOoMmeutralise) <5 (urnei Glam «ee 0,96 cm? 
INGO oNarersepiatentaie (ola etic. «la comes) os janie! ier de Cr 


Le mélange, enfermé en ampoules, est chauffé dans les mémes: 


(5) Ces proportions ont été adoptées d’aprés les données de Ardry, 
Barré, Courtois et Storck [6]. 
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conditions que précédemment. Les titrages (6) donnent les 
résultats suivants (tableau III et courbe 4) : 

La comparaison des courbes 4 et 3 met en évidence le chan- 
gement total que la présence du formol entraine dans le compor- 
tement du sérum au cours du chauffage. 


Tanteau Ill. — Variations des équivalences du sérum normal, 
consécutivement aux actions du formol et de la chaleur. 


3 Equivalence acide Equivalence basique 


oe de oe 


5 Poids Nombre des Poids Nombre des 
3 équi- groupes fonc- : équi- groupes fonc- 
Température : valent tionnels acides : valent tionnels basiques 
de $ H 
: > 1 
chauffage : Pe. nt : Pe, nts 
35° 745 1,34.1079 1033 0,957 1075 
55 745 3532.10) 1302 0,769 .10- 
75 721 1,38.1079 937 1,08 .1073 
95 721 1,38.1073 1033 0, 967.10 


1°. Tout d’abord Vintroduction du formol entraine, déja a la 
température ordinaire, une chute brusque des groupes basiques, 
consécutivement a leur transformation en groupes méthyléniques. 

2° Au cours du chauffage, l’indice des groupes acides reste 
constant. 

3° Jusqu’a 56°, la chaleur favorise action du formol et entraine 
une diminution des groupes basiques. 

Entre 55 et 75°, Phydrolyse intervient et entraine la réappari- 
tion des groupes basiques. 

Entre 75 et 95°, la formolisation réapparait, les groupes 
basiques diminuent et retrouvent, & 95°, la valeur quils présen- 
taient a 35°. 

Deux faits sont importants a signaler. 

Tout d’abord Vallure de la courbe 4 est conforme aux prévi- 
sions théoriques, ce qui vient confirmer la valeur de la méthode 
de titrage. 


(6) Le calcul du titrage doit évidemment tenir compte du volume 
de NaOH N introduite avec ie formol. Pour le titrage acide, en dési- 
gnant par x le volume de NaOHN introduit avec le formol dans 
iN 
100 cm* de sérum et par V le volume de HCl 55 indiqué au_ point 


d’intersection, le volume réel de NaOH N combinée aux 2 cm® de 
P eos : Vv 

sérum prélevés pour le titrage est (0,5 + 0,02 x) — DD’ De méme, pour 
le titrage basique, le volume réel de HC] N combiné A 2 cm? de sérum 


1 
et 0,5 Tq (0,2 2 + V). 
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D’autre part, la quantité de formol utilisée dans la réaction 
est dans Vordre de grandeur prévisible par la théorie. Pour 
simplifier, admettons que le sérum  expérimenté contienne 
65 p. 100 de sérum-albumine et 35 p. 100 de globulines, et admet- 
tons, pour les poids moléculaires, les valeurs de Svedberg 


1,5.10-3 


—e—— — -e 


o-—-——-_-.-—— 


rent 


NOMBRE DES GROUPES FONCTIONNELS LIBRES 


| OS a a a ee ee eo 
: 358 55° 75° 95° 
TEMPERATURE DE CHAUFFAGE DU SERUM 


Course 4. — Variations du nombre des groupes fonctionnels libres 
au cours du chauffage du sérum formolé. 
— Nombre des groupes fonctionnels basiques libres. 
---- Nombre des groupes fonctionnels acides libres. 


(PM atbumine = 70 000 et PM giobutines= 167 000). L’expression in:tia- 

lement envisagée devient : 
Ea.PM=———- 70 000 + ——-. 167 000 =< 408 000 

Cot Ty) 1 ggoe i =C t . 


Le tableau II indique 1,39.10—* pour le nombre des groupes 
basiques. 
Le nombre des groupes basiques s’éléve ainsi a 
1,30.10—*.104 000 = ~w 144. 


1000 cm? du sérum expérimenté contiennent ainsi 0,098, c’est- 
a-dire un peu moins de 1/10 de groupe basique libre. 

Le volume théorique de formo] 4 30 p. 100, nécessaire ‘au 
blocage complet, serait ainsi égal 4 10 cm*, ce qui correspond 
trés sensiblement au volume utilisé dans cette expérience et qul 
a été fixé par les différents expérimentateurs. 
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Ceci permet de calculer le rendement de lopération. Les 
tableaux II et Ii montrent que, sous l’action du formol, le nombre 
des groupes basiques a diminué de 1,39.10~ a 0,967.10—* ; cette 
diminution (7), égale 4 30,4 p. 100, fixe également le rendement 
de Vaction du formol, l’exces étant resté en solution par suite 
de l’équilibre de la réaction : 


— NH, + HCOU = — N = CH, + H,0 


ou ayant réagi sur d’autres constituants du sérum, tels que lurée. 


IV. — AcTION DE LA CHALEUR. SUR LE SERUM DIALYSE. 


On sait que le sérum, privé de ses électrolytes par la dialyse, 
peut étre porté a 100° sans gélifier. L’expérience permet alors 
d’explorer une zone plus étendue de température, mais elle pré- 
sente l’inconvénient d’opérer sur un sérum privé de son euglo- 
buline et, de ce fait méme, incomplet. 

Le sérum est dialysé, a la glaciére, dans des sacs de cello- 
phane, pendant soixante-douze heures sur un grand volume d’eau 
bidistillée, fréquemment renouvelée. La dialyse s’accompagne 
de la séparation des euglobulines (qui sont centrifugées) et d’une 
dilution du sérum, le volume passant de 110 cm* 4 1538 cm® a la 
fin de Ja dialyse. 

‘Le sérum est chauifé dans les mémes conditions que précé- 
demment. Le tableau IV et la courbe 5 reproduisent le résultat 
des titrages. 

La comparaison des courbes 3 et 5 montre: 1° d’abord un 
décalage des courbes acides et basiques; 2° un parallélisme 


Tasteau IV. — Variations des équivalences du sérum dialysé, 
consécutivement a l’action de la chialeur. 


: Equivalence acide > =6-__Squivalence basique _ 
Poids Nombre des : Poids Nombre des 
ie: »  équi- groupes fone~ : équi- roupes fone- 
eres a valent tionnels acides' : wa lank Eioiinels eacteuce 
chauffage ; Pe, n'y : Pe ny 
non chaulfé 
2 lor 0,° -3 
35° 975 1,48,10-3 12107 at gest 
40 B20 1,23.10-3 1.318 0,758 .1072 
3 1,35.1073 1.107 0, $03,1073 
= lee 1,13,10-5 1.661 0, 602 ,10-5 
= ie 1, 32,1073 1.186 0, 843.1073 
Se ae 1,41,1073 1,038 0, 963.1073 
= 1,32.107 1.146 0, 873.1075 
a 664 1, 50.1073 852 1,17 .1073 
eS mn 1,20,107$ 1.107 0, 903.1075 
e iS 1,20,107 1.230 0, 12,1073 
85 , 1, 20.1073 1.230 0,.812.10-3 
a - 0,903 ,10-3 1.510 0,.662.10-5 
1954 0, 511.1073 15954 0,511 .10-3 


(7) Cette diminution atteint 43,8 p. 100 a 55°. 
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constant entre les variations des groupes acides et des groupes 
basiques ; 3° un premier minimum des groupes vers 50° et repro- 
duisant ici la méme allure que pour le sérum normal; 4° une 
phase d’hydratation entre 50 et 75°, beaucoup plus importante 
que pour le sérum normal non dialysé ; 5°, a 95° ow les courbes 
se rejoignent, la saturation réciproque des groupes acides et 
_basiques. 

Nota. — L’addition de formol au sérum dialysé n’apporte 
aucune modification dans sa courbe de chauffage. La présence 


NOMBRE DES GROUPES FONCTIONNELS LIBRES 


; 35° 55° 750 805" 
TEMPERATURE DE CHAUFFAGE DU SERUM 


Course 5. — Variations du nombre des groupes fonctionnels libres 
au cours du chauffage du sérum dialysé. 


—— Nombre des groupes fonctionnels basiques libres. 
---- Nombre des groupes fonctionnels acides libres. 


des électroly!es apparait donc indispensable a la combinaison du 
formol avec les groupes aminés. 


V. — Discussion. 


La question se pose d’abord de savoir si des mesures précises 
peuvent étre appliquées au sérum — milieu complexe dans lequel 
de nombreux protéides différents peuvent étre isolés — et sil 
ne serait pas plus justifié d’examiner isolément le comportement 
de chacun de ces protéides, a ]’état isolé. 
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En réalité, le sérum ne résulte pas de la simple juxtaposition 
de ses constituants, mais de leur organisation. La viscosité, anor- 
malement faible, du sérum, constitue déja indice d’une organisa- 
tion tres étoite de ces constituants. I] serait ainsi plus arbitraire 
d’examiner le comportement isolé de chacun de ces constituants 
au cours de la dénaturation que de considérer le sérum enter. 

D’autre part, le calcul des groupes fonctionnels est indépen- 
dant de la constance de Xn.PM. Or, rien ne permet de consi- 
dérer gue chacun des poids moléculaires reste inchangé au cours 
de la dénaturation (8). Il est possible qu’il se forme alors des 
complexes ou des combinaisons entre certains protéides, tel que 
le complexe signalé par van der Sheer. De son cdété, le formol 
peut agir comme agent de condensation, en dehors de son action 
directe sur les groupes aminés (méthylénisation et cyclisation [44)). 
On peut répondre a cette objection que, pour chaque augmenta- 
tion du poids moléculaire, le facteur n subit une diminution 
correspondante, si bien que Yn.PM reste invarié. L’allure de la 
courbe 3, avec son étroite superposition des groupes acides et 
des groupes basiques, permet de considérer que chacune des 
variations intéresse simultanément un nombre égal de groupes 
acides et de groupes basiques. Ces variations de l’équilibre du 
systeme protéidique pourraient résulter ainsi de réactions de 
condensation et d’hydrolyse telle que : 


—COOH+—NH, = CO—NH— 
(H,0) 


Quelle que soit la valeur de cette hypothése, la méthode 
conduchimétrique met en évidence les variations du nombre des 
groupes fonctionnels du sérum au cours de laction des agents 
de dénaturation, 
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MULTIPLICATION DU BACTERIOPHAGE 
DANS LES PROTOPLASTES DE 8. SUBTILIS 


par W. MUTSAARS (’). 


(Laboratoire de Bactériologie. Université Libre de Bruzelles) 


Claes Weibull [4] a mis en évidence le réle du milieu dans 
action du lysozyme sur B. megaterium. Si l’on fait agir le lyso- 
zyme sur les bactéries en milieu tamponné phosphaté, on observe 
au microscope a contraste de phase la transformation des batonnets 
en éléments sphériques, a peu prés optiquement vides. En dehors 
des sphérules se trouvent des granulations apparemment de nature 
lipoidique. Opérant en milieu saccharosé a 0,15 ou 0,2 M on 
obtient des images trés différentes : des éléments toujours spheé- 
riques, mais bien visibles, contenant des granulations. Ces 
éléments sont les protoplastes. Dans une culture en phase de 
croissance exponentielle, le lysozyme détermine la formation a 
partir de chaque batonnet de 1,7 protoplaste en moyenne. ‘La 
respiration, tant endogéne qu’en présence de glucose, est identique 
pour les protoplastes et pour les germes intacls. Elle est consi- 
dérablement réduite pour Jes germes lysés en Jlabsence. de 
saccharose. 

Les observations de Cl. Weibull [2] ont montré que la formation 
des protoplastes en milieu saccharosé ne détermine pas une 
augmentation de la viscosité du milieu. Ces protoplastes, recueillis 
par centrifugation et remis en suspension dans un milieu non 
saccharosé, augmentent considérablement la viscosité du milieu, 
qui peut méme se gélifier. La désoxyribonucléase réduit cette 
viscosité. 

Wiame, Storck et Vanderwinkel [3], utilisant le B. subtilis, ont 
pu confirmer et étendre les observations de Weibull. La respi- 
ration des protoplastes en milieu saccharosé est aussi intense que 
celle des bactéries non traitées, les bactéries lysées sans protection 
ont une respiration nulle. 

De plus ces bactéries sont capables de biosynthéses induites 
d’enzymes (arabokinase), 


(*) Manuscrit recu le 25 avril 1955. 
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Les protoplastes semblent done avoir conservé le mécanisme de 
synthése des protides. 

Nous avons recherché, au cours de ce travail, si les protoplastes 
de B. subtilis permettaient encore le développement du bactério- 
phage anti-subtilis. 

Nous avons utilisé comme matériel le B. subtilis B2 et ie 
bactériophage correspondant, que nous devons A l’amabilité de 
M. P. Nicolle de l'Institut Pasteur. 

Culture de B. subtilis B2. — On ensemence 100 ml de bouillon 
non dilué (Brain Heart Infusion Difco) avec 1 ml d’une culture 
agée de 24 heures. La culture se fait en flacons de Roux pour 
favoriser l’aérobiose. Elle est utilisée aprés séjour de 5 heures 
a 37°. On préléve 60 ml de Ja culture que l’on centrifuge, le liquide 
surnageant élant éliminé les culots sont resuspendus dans du 
bouillon dilué au 1/10 en eau physiologique. 

Bactériophage. — Le bactériophage a été obtenu par culture 
en présence de B. subtilis B2 sur bouillon dilué au 1/10 en eau 
physiologique. Aprés séjour d’une nuit a l’étuve le liquide parfai- 
lement clair est filtré sur bougie Chamberland L3. Nous nous 
sommes constitué une provision de hactériophage qui a été 
conservée a la glaciére, son titre ne s’est guére modifié. Au 
moment de l’expérience on le dilue de fagon a obtenir un nombre 
de plages suffisamment élevé tout en ne dépassant pas les limites 
des possibilités de numération. 


Expérience I, — Nous avons suivi le développement normal du 
bactériophage actif sur le B. subtilis B2, en nous plagant dans les 
conditions syivantes : 

1° Suspension de B. subtilis, obtenue par centrifugation de 
60 ml d’une culture agée de 5 heures, les culots sont resuspendus 
dans 50 ml de bouillon dilué au 1/10 en eau physiologique, cette 
suspension est maintenue A 38° au bain-marie. 

2° Dilution de bactériophage : 50 ml de bouillon dilué au 1/10, 
contenant du bactériophage dilué a 10-*; également maintenue 
a 88°. L’expérience qui se déroule a cette méme température 
débute au moment ot germes et bactériophage sont mélangés. 
A ce moment un prélévement est fait (heure 0). Un essai préli- 
minaire nous ayant montré que dans les conditions expérimentales 
le titre du bactériophage ne varie guére pendant les 40 premieres 
minutes, nous nous sommes contenté, dans la majorité des cas, 
de prélever et de titrer 4 l’heure 0, et apres 15, 30, 40 ou 
45 minutes, faisant a partir de ce moment des titrages plus 
rapprochés. 

La méthode de titrage utilisée est celle de Gratia. Nous ajoutons 
0,9 ml du prélévement de 5 ml a un tube de bouillon gélosé 
4 0,6 p. 100 qui est maintenu a l'état liquide par séjour dans un 
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bain-marie a 50°. Ce mélange est aussitot coulé dans une boite 
de Petri de grand diamétre (14,5 cm) contenant déja de la gélose 
i 3 p. 100. Chaque prélévement est titré en quintuple exemplaire. 
Lors de l’emploi de lysozyme, celui-ci réduit bien entendu le 
nombre de germes viables dans les mélanges. Il est done néces- 
saire, pour obtenir un gazon microbien permettant la détection 
des plages de bactériophagie, de remplacer les germes déficients. 
A cet effet, on ajoute a chaque tube de gélose a 0,6 p. 100 
0,5 ml d’une culture jeune de B. subtilis, ceci immédiatement avant 
Vaddition du mélange a titrer. 

Le tableau I donne les résultats de 5 expériences du type J. 
Nous constatons que la phase dite de latence du bactériophage 
anti-subtilis est relativement longue. Remarquons les chiffres trés 
élevés atteints par les déviations moyennes au début de la phase 
de mise en liberté du bactériophage. I] est évident qu’a ce moment 
nous ne nous trouvons plus en présence d’une population homo- 
géne. La rapidité d’exécution des 5 titrages de chaque prélévement 


Tastrau I. — Développement du bactériophage anti-subtilis 
en bouillon dilué. Température : 38°. 


lop. yysanie ae Expére 2 ixpére 3 Lxpér. 4 kxpér. 5 
O min. I65 179 234 182 252 
(6.31) (16.65) (IS.52) (5.8) (I2) 
I5 min. 198 219 261 200 287 
(SRS) (18.7) (10.95) (I7) (20.8) 
30 min. 189 281 255 I78 288 
(6) (4.9) (19.8) (6.5) (38.7) 
45 mine 194 219 254 I76 654 
(Leo) (16.6) (13.4) (16.7) (267 } 
55 mine 2270 194 295 I79 2600 
(293) (554.0)) (32.8) (Sied'7)) (1000 } 
60 min. 260 707 291 
(6.92) (155.9) (140.5) 
65 mine 44.0 2200 580 
(53) (Iolz) (452) 


Dans chaque case, les chiffres supéricurs représentent la moyenne arithmétique 
de la somme des plages de bactériophagie comptées sur 5 boites de Petri, les 
chiffres inférieurs entre parenthéscs donnent la déviation moyenne. Ces remarques 
Sappliquent également aux tableaux Il, Tl, IV, VI, VII, IX et X. 


devient insuffisante. Nous ne pouvons éviter l’éclatement, dans 
la pipette et aussi dans la gélose avant la solidification de celle-ci 
d'un certain nombre de bactéries, d’ou la libération d’un nombre 
variable de particules de bactériophage. Les déviations moyenne 
sont le reflet de cette irrégularité 


e 
S 
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Exprrience II. — Ces essais dont les résultats figurent au 
tableau II ne different des précédents que par la composition du 
milieu dans lequel sont suspendus les germes et est dilué le 
bactériophage. Ce milieu est du bouillon dilué au 1/10 en eau 
physiologique, mais il contient également du saccharose A concen- 
tration de 0,5 M. La présence de.cette concentration de sucre ne 
modifie guére la multiplication du bactériophage. 


Tasteau Il. — Développement du bactériophage anti-subtilis 
en bouillon dilué et saccharosé 0,5 M. Température : 38°. 
Expér. I Expére 2 Expér. 3 Expér. 4 
O min. 250 189 182 I9I 
(5.7) (18.49) (9.84) (7.6L) 
I5 min. 221 202 195 212 
(9.98) (22.06) (8.54) (ic) 
30 min. 226 200 201 202 
(15.19) (10.44) (II.8) (18.97) 
45 min. 210 570 229 232 
(6) (I80) (26.28) (59.46) 
55 mine 297 I740 456 445 
(88.25) (483 ) (66.23) (208) 
60 mine 355 2460 580 653 
(I70) (878) (281) (270) 
65 min. 1400 
(884) 
Expirience II]. — Ces expériences résumées au tableau III 


étudient l’action du lysozyme du blanc d’ceuf sur le développement 
du bactériophage anti-subtilis en bouillon dilué. La technique est 
la suivante : 

1° Un ballon contient 50 ml de bactériophage anti-sublilis en 
bouillon dilué au 1/10 en eau physiologique. On choisit une 
concentration de bactériophage dix fois plus forte que celle 
utilisée pour les essais précédents. 

2° Un ballon contient 50 ml d’une suspension de B. subtilis en 
bouillon dilué au 1/10 en eau physiologique. Cette suspension est 
obtenue comme précédemment. 

A Vheure 0 on mélange le contenu des deux ballons, |’expé- 
rience se déroulant 4 38°. On fait & ce moment un prélévement 
du mélange, ce qui permet d’obtenir le nombre de plages de 
bactériophage avant l’action du lysozyme. Aprés 5 minutes on 
ajoute 0,2 ml de blanc d’ceuf. Le titrage suivant se fait 15 minutes 
aprés le début de l’expérience, c’est-a-dire 10 minutes aprés 
l’addition du lysozyme. En opérant dans ces conditions, on observe 
sous l’effet du lysozyme une chute trés considérable du nombre 
de plages. Celui-ci n’atteint plus en moyenne au lUtrage de 
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15 minutes que 32 p. 100 du chiffre initial, ce pourcentage ne 
variant plus guére ensuite. On trouve en effet 26,4 p. 100 apres 
30 minutes, 28,6 p. 100 aprés 45 minutes, 39,7 p. 100 apres 
50 minutes et 29,8 et 25,4 p. 100 aprés 55 et 60 minutes. 


Tasreau Ill. — Effet du lysozyme sur le développement du bactério- 
phage anti-subtilis B 2 en bouillon dilué. Température : 38°. 


Expér. I Expére 2 Expér. 4 Expér. 4 
O mine 1650 3550 I900 2150 
(79.3) (250) (GO7.2)) (197) 
5 mine Add. Adde Adde Add. 
lys. lyse lyse lyse 
IS mine 982 826 249 906 
(9L.6) (76.4) (28) (53.66) 
30 mine 672 655 276 840 
(60.8) (60.6) (22.7) (67.18) 
45 mine 646 877 SLE 876 
(85.4) (65.4) (S553) (28.32) 
50 mine 714 “De 841 
(144) (47.1) (99.11) 
55 mine EO 866 287 895 
(72.8) (49.1) (14.76) (62.04) 
60 min. 88I 289 
(47.4) (18.44) 
65 mine 859 326 
(5529) (6.08) 
70 mine 310 


(Corer) 


Titrage en gélose 4 0,6 p. 100 non saccharosée. 


Les germes traités par le lysozyme en bouillon non saccharosé 
ne permettent donc pas le développement du bactériophage. 


Exprrrence IV. — Nous donnons au tableau IV les résultats 
des essais ot l’on a fait agir le lysozyme sur un mélange de 
bactériophage anti-subtilis et de germes correspondants, mais en 
milieu saccharosé. La technique est donc en tous points semblable 
a celle des expériences du type HI; on a uniquement ajouté au 
milieu du saccharose, de facon a obtenir une concentration de 
6,5 M. Le titrage exécuté 10 minutes aprés addition du lysozyme 
indique également une chute considérable du nombre de plages 
de bactériophage. Cette réduction & 32 p. 100 en moyenne du 
chiffre initial est la méme qu’en milieu non saceharosé. Mais nous 
remontons a 49 p. 100 du taux initial aprés 30 minutes et attei- 
gnons déja 200 p. 100 aprés 35 minutes. 
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Au moment ou nous arrétons les titrages, le nombre initial de 
plages a été mulltiplié par 20. Les germes traités par le lysozyme 
bouillon saccharosé permettent le développement du bactério- 
phage. 


Tasieau IV. — Effet du lysozyme sur le développement du bactério- 
phase halla B2 en bouillon dilué saccharosé 0,5 M. Tempé- 
ure : 38°. 


Expér. I Expér. 2 Expér. 3 Expér. 4 Expér. 5 


O min. 219 : T15 222 204 202 
(I0.9) (12.84) (9.94) (15.9) (1978) 

5 mine Adde Adde Add. Add. Add. 
lyse lyse lyse lyse lys. 

I5 mine 76 40 48 oI. 5S 

(8.48) (7.41) (2.05) (7.68) (6) 

30 min. 186 54 44. TIS 70 
(24.3) (12.24) (2.85) (12.8) (16.46) 

35 min. 927 eal Ir9 346 318 
(150.6) (58.55) (18.2) (290) (82.95) 

40 min. 1980 380 320 ISIO I050 
4 (150.5) (307) (IT9) (429) (535) 

45 mine 962 1540 2460 2500 
(842) (519) (943) (608) 

50 min. 1075 2410 4300 $500 
(507) (867) (262) (II25) 

55 min. 3410 3700 5300 4450 
(1431) (IIIS) (173) (1897 ) 


Titrages faits en gélose 4 0,6 p. 100 non saccharosée. 


Il a été montré par ‘Luria et Latarjet [4] que le premier indice 
de la multiplication intracellulaire d’un bactériophage est l’aug- 
mentation de la résistance aux radiations ultra-violettes. 

Au cours de cette étude sur Veffet du lysozyme sur le dévelop- 
pement du bactériophage en bouillon et en bouillon saccharosé, 
nous avons soumis une partie des prélévements a l’action d’un 
tube a ultra-violets. Chaque prélévement a été irradié en couche 
mince pendant 30 secondes avec une intensité de 32 ergs mm—? 
sec—?, mesurée au photométre de Latarjet. Aussitét apres Virra- 
diation le prélévement est titré de la méme facon que la fraction 
non irradiée. 

L’action du lysozyme complique l’interprétation des résultats. 
En effet, dans les conditions ot l’on opére, l’addition du lysozyme, 
qui se fait 5 minutes apres le premier titrage, provoque une chute 
importante du nombre de plages de bactériophagie, méme en 
milieu saccharosé. 
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Cette diminution se fait sentir d’une facgon égale pour les prélé- 
vements irradiés ou non. A l’effet recherché : augmentation du 
nombre de plages par augmentation de la résistance aux radiations 
ultra-violettes, s’oppose l’action du lysozyme. Si nous comparons 
les pourcentages de plages donnés par le prélévement de 
15 minutes par rapport a celui de 0 minute, et ceci tant pour les 
prélévements en milieu saccharosé que pour ceux en milieu non 
saccharosé, tant pour les prélévements irradiés que pour les non 
irradiés, on peut cependant tirer certaines déductions de cette 
companaison (tableau V). S’il n’y avait pas d’augmentation de 
résistance aux ultra-violets du bactériophage intraprotoplastique, 
on devrait retrouver un pourcentage identique pour les préléve- 
ments irradiés et non irradiés, compte tenu des erreurs inhérentes 
aux méthodes de titrage. 

Tasteau V. — Pourcentage, par rapport au titrage de l’heure O, du 
nombre de particules de bactériophage donnant naissance a des 
plages aprés 10 minutes d’action du lysozyme. 


A) Bouillon saccharosé. 


Expér. I Expér. 2 Expér. 3 Expér. 4 Expér. 5 
Prélévement 
non 34.95% 34.5% 21.8% 44.8% | 26.55% 
irradié 
Prélévement , : 
irraaié +7014 45.7% 6a% 73.18% 39.9% 
B) Bouillon. 
Expér. I Expér. 2 Expér. 3 Expér. 4 
Prélévement 
non 59.58% 25.24% IS.12% 42.2% 
irradié 
Prélévement , 7 
irraaié  24013% 16 654%: 14.07% 44% 
Irradiation : 30 secondes & 32 ergs mm—2 sec—!. 


Or, on observe au contraire, en milieu saccharosé, un pour- 
centage toujours plus élevé pour les prélévements irradiés. Un 
facteur est venu compenser la chute du nombre de plages due au 
lysozyme, ce facteur est augmentation de la résistance aux ultra- 
violets. Cette compensation ne joue pas dans le cas des particules 
en milieu non saccharosé, on observe la pour les prélévemens 
irradiés des pourcentages égaux ou méme inférieurs A ceux des 
prélévements non irradiés. En milieu non saccharosé il n’y a done 
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pas augmentation de la résistance aux ultra-violets du bactério- 
phage intraprotoplastique. 

Nous avons fait agir jusqu’a présent le lysozyme sur des 
bactéries contenant déja du bactériophage, puisque le contact 
entre ces deux éléments précéde de 5 minutes l’addition du blanc 
d’ceuf. Nous savons depuis les recherches de A. Pirie [5] que les 
germes (B. megaterium) tués et traités par le lysozyme n’adsorbent 
plus le bactériophage homologue. Nous avons retrouvé des fails 
analogues en étudiant l’action du lysozyme sur B. subtilis en 
milieu saccharosé, 

A cet effet nous préparons une dilution appropriée de bactério- 
phage anti-subtilis en bouillon dilué au 1/10 en eau physiologique 
et saccharosé a 0,5 M. Nous établissons une série de tubes en 
distribuant cette dilution a raison de 5 ml par tube. 

Nous disposons d’une suspension de B. subtilis B2 en milieu 
saccharosé, préparée selon la méthode déja décrite. Nous mélan- 
geons 5 ml de cette suspension a un tube contenant du bactério- 
phage, et aprés contact de 5 minutes au bain-marie a 38°, nous 
y ajoutons 0,2 ml de blane d’ceuf dilué au 1/10. On titre a ce 
moment, un second titrage étant fait aprés 40 minutes de séjour 
a 38°. Nous ajoutons 0,4 ml de blanc d’ceuf 4 50 ml de la suspen- 
sion de B. subtilis en milieu saccharosé, et prélevons aussitot 5 ml 
de cette suspension que nous ajoutons a un deuxiéme tube conte- 
nant du bactériophage. Ce mélange est titré immédiatement et aprés 
séjour de 45 minutes a 38°. Procédant ainsi de 5 en 5 minutes, 
nous établissons une série de mélanges de bactériophage et de 
B. subtilis ne différant que par la durée de contact entre le lyso- 
zyme et les bacilles, avant l’addition du bactériophage. Chacun 
de ces mélanges est titré dés sa formation (titrage 1) et aprés 
séjour de 45 minutes au bain-marie a 38° (titrage 2). 

Le tableau VI, qui réunit les résultats de 6 expériences, 
montre qu’en milieu saccharosé il y a développement du _ bacté- 
riophage si l’action du lysozyme ne débute que 5 minutes aprés 
le contact du bactériophage et des germes, ceci est d’ailleurs le 
délai observé dans les essais précédents. Il en est de méme si l’on 
mélange simultanément le bactériophage, le B. subtilis et te 
lysozyme. Mais si l’action du lysozyme sur le B. subtilis précéede 
le contact avec le bactériophage de 5 minutes, la multiplication de 
celui-ci ne se fait en général plus. En ce court délai la destruction 
des récepteurs a la surface du bacille s’opére, ce qui empéche 
la fixation et par conséquent la pénétration du bactériophage. 

Nous avons jusqu’a présent essayé l’action du lysozyme sur 
un complexe bactériophage-bacille subtilis en bouillon saccharosé. 
Les éléments de ce milieu permettent au bactériophage intracellu- 
laire de se multiplier. Nous avons fait quelques recherches en 
soumettant un mélange de bactériophage et de B. subtilis 4 l’action 
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Tasieau VI. 
Lysozyme ajouté 


Expérel Expér.2 Expér.d kxpér.4 Expér.5 Expér.6 


ee 


5 min. Fitts 146 160 £75 143, 150 170 
apres i (20.8) (288.5) (25) (26865) (11.7) (23.3) 
simultan. Titre 188 T96 28, 180 248 234 
avec ne (II.8) (29.3) (16.2) (II.9) (28-5) (24.6) 
Si miinis Mab a. 185 219 200 216 245 220 
avant au (II.8) (19.74) (34).+ (22.1), (E3.5) (£96) 
IO min. mateo. 199 203 230 220 237 217 
avant I (I0.05) (32.74) (6.8) (II.8) (22.47) (6.85) 
I5 min. Titr. 217 230 256 228 235 210 
avant if (19.7) (8.54) (14.76) (I5ei3) (1764S) ($2.8) 
20 mine Titr. 196 218 245 198 
avant I (9.06) (15.97) (8.77) (34.5) 
25 min. Titr. 202 229 250 239 247 175 
avant Bt (IT.26) (35.9) (18.3) (9.6) (12.84) (23.3) 
30 min. T4tr. 208 221 263 178 
avant I (17.8) (L797) (2086) (10.3) 
5 mine Titr. 574 409 3720 I3I0 800 342 
apres a (II9) (I21) (i168) (683) (145) (I92) 
simultan. Titr. 717 793 3470 1940 I260 1850 
avec ite (464) (148) (294) (950) (77.8) (1465) 
5 min. Titr. IIs 154 1960 521 236 204 
avant Le (14) (20.2) (2II) (85.5) (55.7) (S¥ ee) 
TO min. Titr. 160 240 P16 490 290 405 
avant hg: (48) (44.6) (29.8) (114) (55.6) (93.9) 
I5 min. Titr. 105 b2 350 334 Iso 231 
avant as (37.72) (27.24) (84.48) (25.58) (39.5) (IL.87)} 
20 min. Titre 102 226 480 260 
avant wrt (28.5) (24.9) (63.57) (55.85) 
25 min. itr. 158 I9L 356 272 204 237 
avant Lu (49.2) (21.8) (I9.85) (45-61) (63.7) (15.9) 
So min. Tatts. 57 200 500 242 
avant le a0 (I0.8L) (29.78) (15.8) (20.44) 


bactériophage 


du lysozyme dans un milieu impropre a la multiplication du 
phage, c’est-a-dire en eau physiologique saccharosée a 0,5 M. 

Les culots de centrifugation de la culture de B. subtilis obtenus 
comme précédemment sont resuspendus dans 50 ml d’eau physio- 
logique saccharosée 4 0,5 M; nous disposons d’autre part de 
50 ml d’une dilution appropriée de bactériophage en eau physio- 
logique saccharosée A 0,5 M. Ces deux volumes de liquide sont 
mélangés au début de lVexpérience qui se déroule a 88°. Un 
titrage est fait 4 ce moment. Aprés 5 minutes de contact on ajoute 
0,2 ml de blanc d’ceuf et l’on titre. Ce mélange séjourne 15 minutes 
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au bain-marie, avec titrages 4 la 5° et 15° minutes. A°ce moment 
on ajoute du bouillon non dilué et saccharosé a 0,5 M, de facon 
a porter la dilution du mélange total en bouillon au 1/10, comme 
dans les expériences précédentes, et l’on titre ensuite de 5 en 
5 minutes. Nous donnons au tableau VII les résultats de ces 


expériences. 


60 


65 


Composition du milieu : 
De 0 A 20 minutes : 
De 20 a 6 minutes 


a 0,5 M. 
Titrage en gélose A 0,6 p. 100 non saccharosée. 


Expéro 


I27 
(8.12) 


I35 
(13.4) 


93 
(8.36) 


80 
(I0.8) 


61 
(12.24) 


68 
(9.84) 
I25 
(7.4) 
I55 
(21.12) 
278 
'30.2) 
619 
(46.3) 
II90 
(173) 
1040 
(414) 


1460 
(762) 


TaBLEAu VII. 
Expére 2 


246 
(32.18) 


Addition de lysozyme 


255 
(I8.6) 


187 
(10.58) 


144 
(9.7) 


Addition de bouillon 


148 
(8) 
140 
(9.59) 
I50 
(16.4) 
200 
(20.6) 
250 
(31.7) 
752 
(I75) 
1280 
(202) 


1650 
(453) 


2160 
(200) 


Expér. 


298 
(18.68) 


250 
(21.8) 


200 
(13.38) 


I75 
(10.4) 


147 
(I7.86) 


166 
(21.51) 


Ist 
(7.35) 


208 
(31.56) 
334 
(235.34) 
595 
(97) 
1360 
(I70) 
I330 
(192) 


2500 
(I58) 


eau physiologique saccharosée 4 0,0 M. 
: bouillon dilué au 1/10 en eau physiologique, saccharosé 


3 


Expér. 4 


330 
(20) 


257 
(II.4) 


215 
(I7.23) 


r97 
(9.8) 


170 
(14.14) 


177 
(II.7) 


180 
(16.3): 

I6L 
(13.45) 


177 
(21.1) 


256 
(43.38) 
494 

(95.6) 


758 
(I03 ) 


980 
(186 ) 


Le bactériophage inclus dans les protoplastes et dont on empéche 
le développement par un séjour dans un milieu dont les éléments 
nutritifs azotés sont absents ne s’altére pas ; dés que l’on remédie 
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a la déficience par l’apport de bouillon, le développement 
s’amorce et se déroule a la méme cadence que dans les expériences 
du type IV. Chose curieuse, la chute initiale, sous Veffet du lyso- 
zyme, du nombre de particules de bactériophage intracellulaire 
capables de donner naissance a des plages, est bien plus impor- 
tante dans les expériences se déroulant dés le début en milieu 
nutritif complet (voir tableau IV) que dans celles débutant en 
eau physiologique saccharosée (tableau VII). C’est ce que l'on 
observe en comparant (tableau VIII) les pourcentages, aprés 
10 minutes d’action du lysozyme, par rapport aux chiffres initiaux 
des plages de bactériophage. Nous aurons ]’occasion de revenir 
sur cette question. 


Tasteau VIII. -- Pourcentage de particules de bactériophage 
donnant naissance 4 des plages aprés 10 minutes d’action du 
lysozyme. 


Bxpér. 1 Expér. 2 Sxpér. 5 Expér. 4 BExpér. 5 


En eau plrysiologique Tied 76 ol 6762 6522 - 
szecharosée 0.5 


En milieu nutritif 34.95 5445 cLe8 44.82 26.95 
saccharosé 0.5 Il 


Pourcentages calculés d’aprés la somme des plages de bactériophages des expé- 
riences 4 et 7. 


Nous avons, a titre de comparaison, procédé a une série 
d’expériences identiques aux précédentes, mais en supprimant 
Paction du lysozyme. Un mélange bactériophage et B. subtilis 
séjourne en eau physiologique saccharosée, puis on y ajoute du 
bouillon saccharosé. La technique est donc identique a celle des 
expériences résumées au tableau VII, sauf que l’on n’ajoute pas 
de blane d’ceuf. 

Dans ces conditions, au lieu de voir s’amorcer l’augmentation 
du nombre de plages, témoin de la libération du bactériophage 
intracellulaire, vers la 30° minute, on observe A peine un début 
d’augmentation a la 65° minute aprés addition du bouillon 
(tableau IX). 


Ces résultats, et les résultats concordants des expériences du 
type II et IV, indiquent que non seulement le bactériophage est 
capable de se multiplier 4 lintérieur des protoplastes, mais que 
sa libération est, dans ces conditions, bien plus précoce que quand 
il poursuit son évolution dans un B. sublilis normal. 

En réalité cette libération précoce est due aux conditions 
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techniques des titrages, comme nous le verrons par l’expérience 
suivante (voir tableau X) : 


80 


85 


mine 


Expér. I 


167 
(I3.6) 


re? 
(12.6) 


185 
(2250)) 


218 
(14.7) 

222 
(IL.7) 

227 
(20.1) 


210 
(II.18) 


211 
(10.9) 


219 
(9.7) 
221 
(I8s.L) 
219 
(8.3) 
207 
222 
LTS 2)) 
220 
(29) 
250 
(10.2) 


420 
(70.7) 


Composition du milieu : 


De 0 a 20 minutes : 
De 20 a 85 minutes : 


a 0,5 M. 


Titrage en gélose & 0,6 p. 100 non saccharosée, 


TABLEAU IX. 


Expér. 2. Expér. 3. 
265 163 
(17.9) (10.3) 
262 153 
(5.56) (13-2) 
240 155 
(9.8) (13.6) 

Addition de Bouillon 
250 140 
(I5.I) (8.8) 
228 I30 
(E563) (83 565)) 
236 138 
(Gear), (16.8) 
oom 142 
(II.8) (i565) 
228 137 

(II) (II.I8) 
234 134 
(wse2) (7.6) 
232 I3I 
(6.4) (Is.)) 
212 142 
(9.6) (Gide) 
216 129 
(762) (12.9) 
21 142 
(15.8) (4.9) 
224 I5r 
(9.1) (39.8) 
267 146 
(32.3) (5.5) 
353 178 
(38.5) (8.88) 


eau physiologique saccharosée 4 0,5 M. 
bouillon dilué au 1/10 en eau physiologique saccharosée 


Expér. 4 


262 
(20.5) 


304 
(10.48) 


278 
(10.5) 


245 
(9.84) 


234 
(I5.6) 


252 
(Gate 61) 


261 
(4) 
253 

(8.36) 


257 
(13.9) 


253 
(19.9) 


253 
(Gis) 
248 
(16.6) 
"250 
(10.5) 
269 
(i555) 
279 
(23.3) 


398 
(45.9) 


Nous préparons 50 ml d’une dilution de bactériophage anti- 
subtilis, en bouillon dilué au 1/10 en eau physiologique et saccha- 
rosé 4 0,5 M. La dilution de bactériophage ulilisée est cent fors 
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moins forte que celle employée au cours des expériences précé- 
dentes. Nous préparons également 50 ml d’une suspension dans le 
méme milieu de B. subtilis B2, suspension obtenue par les 
méthodes habituelles. 

Nous mélangeons ces deux volumes et faisons aussitot un 
titrage. Aprés contact de cing minutes nous ajoutons 0,2 ml de 
blanc d’ceuf, et nous titrons des prélévements faits aprés 10, 20, 
30, 40 et 45 minutes. Comme le mélange initial contient cent fois 
plus de bactériophage que les mélanges habituels, il importe de 
ramener celte concentration a des chiffres permettant l’obtention 
de boites de Petri avec un nombre de plages facile 4 compter. 
Nous diluons- donc le mélange a 10—*. Cette dilution s’opére 
d’une part en eau physiologique saccharosée 4 0,5M,  c’est- 
a-dire qu’a un tube contenant 4,5 ml de ce liquide on ajoute 0,5 ml 
du mélange expérimental ; a partir de cette dilution a4 10—* on 
passe de méme a une dilution 4 10—*. Finalement cette derniére 
dilution est distribuée, a raison de 0,9 ml par tube, dans 5 tubes 
de bonillon gélosé a 0,6 p. 100, contenant également du saccha- 
rose 4 0,5 M. Celte gélose est maintenue liquide par séjour a 50°, 
et comme d’habitude on y incorpore immédiatement avant l’addi- 
tion du mélange, 0,5 ml d’une culture jeune de B. subtilis. Fina- 
lement le tube de gélose est coulé sur une boite de Petri conte- 
nant déja de la gélose ordinaire a 3 p. 100. 

En résumé, la dilution des protoplastes contenant éventuel- 
lement du bactériophage et leur étalement en gélose se font en 
milieu saccharosé. Simultanément, et d’autre part, une fraction 
de chaque prélévement est diluée et titrée sur boite de Petri de 
la méme facon, mais les opérations de dilution se font en eau 
physiologique non saccharosée, et la gélose a 0,6 p. 100 utilisée 
est également exempte de saccharose. Ces essais sont résumés 
au tableau X. . 

‘Le premier titrage (heure 0), fait immédiatement aprés le 
mélange du bactériophage et du B. subtilis et avant l’ addition 
du lysozyme, donne des chiffres & peu prés identiques, quel que 
soit le milieu de dilution employé. Aprés l’addition du lysozyme 
les résultats des deux modes de dilution divergent fortement 
(titrages aprés 10, 20 et 30 minutes). D’une fagon constante on 
lrouve un nombre plus considérable de plages quand on opére 
en milieu saccharosé. 

Tl est évident que les protoplastes formés sous l’action du 
lysozyme dans ce milieu saccharosé restent intacts quand on 
opére la dilution dans un milieu analogue et quand on les incor- 
pore a de la gélose également saccharosée. I] n’en est pas de 
méme si Von dilue en eau physiologique et si l’on incorpore 
ade la gélose ordinaire : dans ces milieux ils sont détruits. Au 
cours de la premiére phase du développement du bactériophage, 
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Titrage en eau physiologique et gélose 4 0.6% non saccharosée. 


O min. 


45 min. 


Expér.I Expére2 Expér.d Expér.4 Expér.5 


188 
((25%e10) 


Isl 
(24.7) 


ro2 
(I6 ) 
95 
(IO) 
426 
(58.4) 


1290 
(92.5) 


230 Iel 

(S55) (15.6) 
Addition de lysozyme 

I28 107 

(23.4) (16.6) 

64 38 

(8) (6.8) 

53 25 

(429) (3.4) 

242 42 

(36) (7.6) 

903 195 

(60) (44.1) 

3300 

(43) 


268 
(16.8) 


ISL 
(7) 
63 
(6) 
56 

(7.9) 


S12 
(31.7) 


II00 
(173) 


Titrage en eau physiologique saccharosée 4 0.5 M, et gélose 
& 0.6%, saccharosée 4 0.5 m. 


O mine 


5 mine 
IO mine 


20 mine 


30 mine 


35 mine 


40 mine 


45 mine 


Expérel  Expér.2 Expér.S  Expér.4  Exp6r.5 


Iso 
(25.4) 


217 
(17.3) 
I6l 
(5.2) 
123 
(10.3) 
152 
(10.6) 


183 
(I5.3) 


228 195 
(22.9) (23550) 
Addition de lysozyme 
219 213 
(10.6) (7.7) 
ene I05 
(I3.6) (ii52) 
I04 76 
(9.1) (6.6) 
15? 90 
(10.3) (20.4) 
Ist IIs 
(10.3) (13.6) 

690 
(3225 


288 
(16.8) 


224 
(14.8) 


136 
(28.5) 


IIo 
(I5.3) 

175 
(II.7) 


260 
(91.9) 


232 
(21.5) 


T55 
(27.3) 


96 
(II.6) 


iigere 
(7.6) 


173 
(10.7) 
257 
(26.9) 
520 
(5.5) 


phase dite de latence, cette destruction entraine la disparition du 
bactériophage inclus. On sait en effet que pendant celte période 
la rupture de la cellule microbienne ne libére pas de bactério- 
phage actif, capable de déterminer la formation d’une plage. ‘La 
dilution en eau physiologique d’un protoplaste contenant du 
bactériophage dans sa phase « latente » aurait donc le méme 
résultat que la rupture a cette phase de la cellule microbienne 
par les ultrasons (Anderson et Doermann) ou par la technique 
de Doermann (excés d’un autre virus). L’influence destructrice 
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des milieux non saccharosés sur les protoplastes, que nous avons 
intensifice par les techniques de dilution, se fait déja vraisem- 
blablement sentir quand on utilise, comme nous l’avons fait pour 
toutes les expériences antérieures, de la gélose 4 0,6 p. 100 non 
saccharosée pour étaler le prélevement sur la boite de Petri. 


Ceci explique également les différences que nous avons déja 
signalées et qui sont résumées au tableau VIII. Des protoplastes 
maintenus en eau physiologique saccharosée, c’est-a-dire dans 
un milieu ot le développement du bactériophage inclus est 
entravé par la carence en matériel nutritif, donnent sur boite de 
Petri un pourcenlage de plages plus considérable que des proto- 
plastes séjournant dans un milieu nutritif saccharosé. En 
labsence de matériel métabolique le bactériophage intraproto- 
plastique n’entame donc pas sa phase non infectante (phase dite 
de latence), et Véciatement du protoplaste libére une particule 
dont le développement n’a pas débuté et qui pourrait réinfecter 
un autre germe. 

Cette explication parait peu compatible avec nos connaissances 
actuelles du mode de pénétration du bactériophage : fixation de 
la particule par son « appendice caudal », injection du matériel 
nucléoprotéique, absence de pénétration de la gaine ou capsule. 
Ces faits observés pour des phages actifs sur le colibacille et sur 
certaines mycobactéries sont-ils valables pour le phage anti- 
subtilis ? 

En milieu nutritif le bactériophage intraprotoplastique entame 
son développement et la rupture du protoplaste a ce moment 
libére un élément modifié, incapable de pénétrer dans un nouvel 
organisme. L’inversion observée vers la 35° minute de ces expé- 
riences a titrages paralléles en deux milieux différents est attri- 
buable aux mémes causes. Les protoplastes chargés de particules 
néoformées éclatent dans les milieux ordinaires et non dans les 
milieux saccharosés. D’ou les énormes différences observées 
d’aprés le milieu servant au titrage. Cette explication est valable 
pour les expériences du tableau IV : apparition plus précoce des 
particules néoformées de bactériophage en milieu lysozymé par 
rapport a celle des particules en milieu non lysozymé (tableau IT). 
A ce moment les protoplastes contiennent des particules arrivées 
a Ree ae qui sont libérées par rupture des protoplastes en 
= leu non saccharosé, Ce transfert en milieu sans sucre ne 
ese pas les germes ordinaires qui ne libérent pas a ce moment 
le baclériophage cependant mur qu’ils recélent, 

_ Nous estimons avoir pu établir que le bactériophage se mul- 
uphe dans un protoplaste de B. sublilis. / 
L’augmentation que nous avons mise en évidence pourrait 
a vrai dire, étre attribuée A un mécanisme différent. Le ine subtilis 
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donne en culture des chainettes. Chaque chainette, lorsqu’on pro- 
céde a un étalement sur boite de Petri, ne donnera naissance qu’a 
une seule plage de bactériophagie, quel que soit le nombre d’élé- 
ments individuels contenant des particules de bactériophage. 
Mais on sait que le lysozyme réduit précisément la chainette en 
ses éléments individuels, chacun de ces éléments pourra, 4 condi- 
tion de conserver une particule de bactériophage viable, servir 
d’origine 4 une plage. Nous aurions ainsi multiplication des 
plages sans avoir une multiplication réelle du bactériophage. 
Nous pouvons cependant rejeter cette explication. I] n’y a, en 
effet, pas d’augmentation du nombre de plages immédiatement 
aprés addition du lysozyme, comme on devrait |’observer si cette 
hypothése se révélait exacte. Bien plus, on observe une diminu- 
tion initiale de ce nombre. 

Cette hypothése est d’autre part incompatible avec les données 
numériques. Les suspensions de B. subtilis utilisées contiennent 
par miulilitre un nombre de chaines de l’ordre de 5.10’. Ces 
chiffres ont été obtenus par numération des colonies a partir 
d’une dilution appropriée, chaque colonie provenant évidemment 
d’une chainetle ou d’un élément isolé. Dans ces conditions, si 
méme nous admettons, ce qui n’est pas le cas, la fixation de la 
totalité des particules de bactériophage de la dilution utilisée, 
il y a, par particule, environ 3500 chainettes ou éléments isolés. 
Nous avons pu observer réguliérement une multiplication par 
10 ou 20 du chiffre initial de plages de bactériophagie. Ceci impli- 
querait la fixation de 10 ou 20 particules sur un nombre corres- 
pondant de germes constituant une chainette. 


CONCLUSIONS. 


1° Le bactériophage anti-subtilis B2 se multiple dans les pro- 
toplastes formés sous l’action du lysozyme 4a partir du B. subtilis, 
a condition que le milieu nutritif contienne du saccharose a 0,5 m. 


2° Cette multiplication ne s’opére plus si l’on fait agir le 
lysozyme sur les germes avant d’ajouter le bactériophage. 


3° Le transfert des protoplastes contenant du bactériophage 
dans un milieu non saccharosé provoque l’éclatement de ceux-ci. 
Selon la phase de développement du bactériophage, cet éclate- 
ment a pour résultat une diminution ou une augmentation du 
nombre de plages, par rapport aux titrages en milieu saccharosé. 


4° En milieu saccharosé la résistance du bactériophage intra- 
protoplastique aux radiations ultra-violettes augmente. Elle n’aug- 
mente pas en milieu non saccharosé. 
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En terminant ce travail, nous tenons a remercier le D™ Molron, 
assistant du service, pour ]’aide précieuse qu’il nous a apportée. 
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RECHERCHES SUR L’ULTRASTRUCTURE 
DES‘CORPS DE NEGRI 
EXAMINES AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE (°) 


par 0. CROISSANT (**), P. LEPINE (**) et R. W. G. WYCKOFF (***). 


La connaissance du mode de développement des virus neuro- 
tropes est indispensable a l’étude de la nature fondamentale de 
ces virus, 

Depuis plusieurs années déja, la microscopie électronique 
appliquée 4 Vétude des coupes ultra-fines a apporté un appul 
précieux au progres de nos connaissances sur le mode de repro- 
duction in‘racellulaire des virus en général. 

La démonstration de la présence des corps élémentaires du 
virus dans les cellules examinées en coupes fines nous a fourni 
des informations détaillées sur la maniére dont certains virus, 
tel celui de la grippe, se forment et se multiplient dans le cyto- 
plasme cellulaire ; nous sommes préts a tirer des enseignements 
du méme ordre en ce qui concerne d’au'res virus, comme ceux 
de la vaccine, de l’herpés et du bactériophage. Par contre, les 
recherches sont beaucoup mo:ns avancées en ce qui concerne les 
virus neurolropes, ceci en raison surtout de l’extréme difficulté 
que l’on rencontre lorsque l’on veut fixer de facon convenable 
les Uussus du systeme nerveux central. Comme le montre la 
figure 1, les fragments de cerveaux ou de moelle de mammiféres, 
fixés par les méthodes his‘ologiques classiques présentent, aux 
grossisements qu’offre l’examen au microscope électronique, une 
structure si grossiére qu’il serait vain de s’attendre a pouvoir 
y reconnaitre et y différencier des particules submicroscopiques 
ayant Ja taille des virus se développant in situ. Cependant, au 
cours de ces derni¢res années, les progrés de la technique biolo- 
gique appliquée a la microscopie électronique nous ont, dans le 
cas de la plupart des tissus, enseigné le moyen d’arriver 4 une 
bien meilleure conservation ‘des structures fines qui se trouvent 
dans les cellules ou qui les relient entre elles ; mais la fixation 


(*) Manuscrit recu le 15 avril 1955 (Travail réalisé pour partie avec 
une subvention de la National Science Foundation, Washington, D. C.). 


(**) Service des Virus, Institut Pasteur. 
(***) Attaché scientifique, ambassade des _ Etats-Unis, Londres 


(a titre temporaire) ; adresse permanente: National Institutes of 
Health, Bethesda, Md, U.S. A. 
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du cerveau et de la moelle demeure difficile en raison d’une part 
de la fragilité du tissu lui-méme et d’autre part de sa vascularité 
limitée, Néanmoins, il a pu étre démontré a la fois par le présent 
travail et par de récentes études portant sur le tissu nerveux du 
lapin et du chat [4] que la perfusion de solutions tamponnees 
d’acide osmique, pratiquée sur l’animal vivant, permettrait 
d’aboutir a un matériel bien fixé. 

Il y a environ quatre ans déja, travaillant indépendam- 
ment [2, 3], nous avons montré qu’il était possible de reconnaitre 
au microscope électronique la présence de corps de Negri dans 
les neurones d’un animal rabique. L’objet de notre étude est de 
décrire ces corps tels qu’ils apparaissent aujourd’hui dans les 
tissus convenablement fixés que nous sommes maintenant en 
mesure d’obtenir. 

Dans le cas de la rage, comme dans celui de la plupart des 
maladies A virus neurotropes, ‘] est particuli¢rement difficile, 
et il a méme été jusqu’ici impossible, de mettre en évidence les 
corps élémentaires du virus dans les tissus malades et de recon- 
naitre celles des cellules ott a leu la production du virus. Au 
cours de notre travail, nous avons spécialement étudié les neu- 
rones renfermant les corps de Negri, car ces derniers sont de 
toute évidence le si¢ge, ou du moins |’un des siéges, du processus 
morbide. 

‘Le premier stade de l’examen de tout tissu, au moyen du micro- 
scope électronique, doit étre d’établir sur un matériel non coloré 
et examiné a un fort grossissement la corrélation avec les objets 
et les formations cellulaires ou avec la topographie histologique 
qui nous sont connues par les observations classiques au micro- 
scope optique. Au cours de nos travaux antérieurs [2, 3], nous 
avons appris a identifier les corps de Negri sur des coupes ul'ra- 
fines de tissus examinés au microscope électronique en procédant 
de la facon suivante. 

Des cerveaux de-souris ou de lapin infectés avec un virus des 
rues étaient fixés au formol ou au Bouin, déshydratés et inclus 
en paraffine. Les coupes, préparées suivant la technique ordi- 
naire A partir des blocs d’inclusion renfermant Vhippocampe et 
la corne d’Ammon, étaient colorées et examinées au microscope 
oplique pour dé‘terminer les zones ou les neurones renfermant 
les corps de Negri. Les portions correspondantes de ces mémes 
blocs ainsi repérées étaient alors déparaffinées et incluses a nou- 
veau dans le métacrylate pour étre traitées par une méthode de 
coupes ultra-fines en vue de leur examen en microscopie électro- 
mique. TH était ainsi possible de reconnaitre et de photographier 
au microscope électronique des cellules ou des groupes de cellules 
renfermant des corps de Negri qui avaient été préalablement 
identifiés au microscope optique. Les dégats apportés a la texture 
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originelle du tissu, réduite a un réticulum épais et confus, sont 
tres apparents sur les photographies (fig. 1). Néanmoins, les corps 
de Negri sont aisément reconnaissables 4 leur structure anormale- 
ment opaque aux électrons, renfermant des vacuoles de tailles 
différentes, Cet aspect caractéristique se retrouve dans le matériel 
mieux fixé qui fait l’objet de la présente étude et a permis de 
Videntifier rapidement. 


TECHNIQUE. 


Nos examens ont porté sur des fragments d’hippocampe 
et de corne d’Ammon de souris préalablement inoculées par 
vole intramédullaire (pour éviter toute lésion traumatique de 
lencéphale) avec un virus des rues. Nous avons choisi la 
souche Téhéran 154 R de la collection du Service des Virus de 
l'Institut Pasteur en raison de l’abondance des corps de Negri 
quelle produit. Les souris ont été inoculées avec une suspension 
diluée a 10—* de virus de passage de souris ; elles étaient sacrifiées 
au moment ol elles présentaient une paralysie typique, quelques 
heures avant la mort, c’est-d-dire entre le onziéme et le seiziéme 
your. 


Fixation. — La méthode de fixation finalement choisie a été 
adoptée aprés de nombreux essais au cours desquels nous avons 
étudié la composition, la concentration et le pH de la solution 
d’acide osmique, la durée de fixation et la température a laquelle 
celle-ci devait étre opérée pour obtenir les meilleurs résultats. 
Dans quelques expériences, les fragmen's de tissus névraxiques 
ont été prélevés sur lanimal profondément anesthésié, & un stade 
avancé de la maladie, fragments que l’on prélevait a ]’état vivant 
pour les plonger aussil6t dans une solution 4 2 p. 100 d’acide 
osmique. 

‘Le pH de la solution tamponnée, pour laquelle nous avons 
d’abord employé un tampon de phosphate puis un tampon véronal- 
acélate (1), nous a donné des résultats les plus satisfaisants 
i pH 7,2, les essais ayant porté sur une gamme de pH allant 
de 4,5 a 8, valeurs extrémes pour lesquelles certains éléments 


(1) La formule du tampon véronal-acétate est la suivante : 


Solulion 1. Acétate de soude CH,CO,.Na.3H,0 ....... 9,114 ¢ 
Véronal (barbital) sodé) .-. 3 fen > ory, | 14,14 gc 
Haurdistillceten scenes. clr. 500 g 


Solution 2. NaCl, solution @ 8,5 p. 100. 
Solution 3. Acide chlorhydrique HCI décinormal. 
Le tampon a pH 7,2 est obtenu en mélangeant : 


Solutionedics, at 5 ml 
SOlnLlOUSo en ert chee fins eae pretences to. ml 
SGITOTIES Ce Ae teee  ee  S  Ne ee GAR  toe wets. | OO ML 
Baurdistill6er ater. te. © es eee ete. -14,0) mil 


Annales de UInstitut Pasteur, t. 89, n°’ 2, 1955. 13 
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de la cellule se trouvent profondément altérés et peuvent meme 
disparaitre. ; 

Au cours des essais de fixation a la température ambiante, 11 
s'est avéré difficile de fixer profondément le tissu nerveux, meme 
préalablement coupé en tranches minces, car Vacide osmique 
eélifie brusquement les premiéres couches cellulaires et ne peut 
pénétrer plus avant dans les zones sous-jacentes. Nous avons 
alors abaissé la température de fixation a 4° puis finalement 
a 0°, température qui nous a donné les meilleurs résultats. _ 

Le temps de fixation doit, bien entendu, augmenter en fonction 
de Vabaissement de la température. S’il est d’une demi-heure 
a quatre heures pour les petites piéces a 4°, il faut compter au 
moins quatre heures a 0° pour les piéces les plus petites et étendre 
cette fixation jusqu’a vingt-quatre heures pour les piéces les plus 
importantes. C’est ainsi qu’un demi-cerveau de souris peut étre 
complétement fixé en vingt-quatre heures 4 la température de 0°. 

Cependant si la fixation en solution nous a donné de bons 
résullals pour certains tissus névraxiques (névraxe du lapin par 
exemple), les résultats chez la souris, en particulier avec l’encé- 
phale, n’ont jamais été parfaitement satisfaisants et nous avons 
été conduits 4 employer les méthodes de perfusion. Nous avons 
lout d’abord essayé de perfuser une solution a 2 p. 100 d’acide 
osmique a pH 7,2, soit par vole sanguine (injection intracar- 
diaque), soit par vole méningée (injection intrarachidienne lom- 
baire). Ces deux méthodes ont été bient6t abandonnées en raison 
des inconvénients qu’elles présentent : traumatismes, hémato- 
myélies, altérations des tissus, voire éclatement du cceur ou du 
foie et, plus fréquemment encore, mort immédiate de |]’animal 
empéchant la perfusion. 

Nous avons obtenu d’assez bonnes fixations en perfusant 
animal vivant, anesthésié 4 l’éther, avec un mélange a parties 
égales d’acide osmique a 2 p. 100 et d’aleool a 80° auquel on 
ajoute 0,2 p. 100 de saponine. La meilleure voie est la voie intra- 
veineuse, en choisissant la veine de la queue et en accompagnant 
ou en précédant la perfusion d’une saignée faite par voie orbitaire 
de fagon 4 maintenir sensiblement constant le volume de la masse 
sanguine. Devant l’amélioration des résultats obtenus, nous avons 
cherché, pour prolonger au maximum la survie de l’animal tout 
en augmentant la quantilé d’acide osmique inoculée et le degré 
de la pénétration dans les tissus, a renforcer l’action, au moyen 
de substances jouant le rédle de vaso-dilatateurs. Nous avons 
successivement essayé les badigeonnages culanés au toluéne, les 
injections d’acide nicotinique, de chlorure d’acétylcholine et 
d’acétyl-p-méthyl-choline, et les inhalations de nitrite d’amyle. 
Aprés de nombreux essais, ont été finalement adoptées : a) l’injec- 
lion d’une faible dose (0,04 mg en une minute) d’acétyl-p-méthyl- 
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choline avant perfusion; b) Vinhalation profonde de nitrite 
@amyle avant perfusion. 
La technique est, en ce cas, la suivante : 


1° TRAITEMENT AVANT PERFUSION. — La souris subit l’un ou 
Yautre des traitements suivants : 

a) ‘Les souris sont placées pendant une heure environ a !a 
température de 37° puis anesthésiées profondément a l’éther et 
saignées par voie orbitaire. Elles recoivent alors en injection 
intraveineuse (veine de la queue) 0,04 mg d’acétyl-f-méthyl- 
choline. 

b) L’animal subit avant perfusion une inhalation directe de 
nitrite d’amyle suivie d’anesthésie a |’ éther. 


2° Prerrusion. — Immédiatement aprés ce traitement, on pra- 
tique la perfusion d’une quantité importante (3 ml) d’acide osmique 
a 4 ou 8 p. 100 tamponné a pH 7,2 par voie intraveineuse (veine 
de la queue) sur l’animal vivant anesthésié. La perfusion est 
poussée de fagon continue, jusqu’a ce que tout le sang circulant 
soit remplacé par ia solution d’acide osmique, ce que l’on contréle 
par aspiration dans l’effilure de la pipette, qui, maintenue dans 
Vorbite et entrée dans le sinus de la base du crane, a servi 
a faire la saignée préalable. Sans cette saignée, on risque |’écla- 
tement du foie ou du cceur et la perfusion est plus difficile. 
Lorsque la perfusion est correctement effectuée, le cerveau de 
Vanimal, immédiatement prélevé, présente une teinte brunatre 
caractéristique du début de fixation par l’acide osmique. 


3° ACHEVEMENT DE LA FIXATION. — Le cerveau et la moelle 
soigneusement prélevés sont divisés 4 ce stade en deux parties ; 
lune sert au contréle histologique par l’histologie classique avec 
inclusion en paraffine et coloration, l’autre destinée a la micro- 
scople électronique est placée en solution d’acide osmique 4a 
2 p. 100, tamponnée a pH 7,2 a la température de 0° pendant 
vingt-quatre heures. 


4° TRAITEMENT ULTERIEUR. — Aprés fixation, le matériel est 
lavé en solution au tampon véronal a pH 7,4 pendant vingt-quatre 
heures. Ce lavage est suivi d’une déshydratation pratiquée lente- 
ment et progressivement dans plusieurs bains d’alcoo] tamponné 
4 concentration croissante pour terminer par lalcool absolu. 
Enfin, aprés repérage au microscope ordinaire sur les coupes 
exécutées par la méthode classique, des zones du cerveau présen- 
tant les lésions ou les inclusions que l’on veut étudier, les zones 
symétriques et homologues du matériel fixées en vue de la micro- 
scopie électronique sont prélevées par dissection, sélectionnées 
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sous la loupe binoculaire puis incluses dans le monomére de 
métacrylate. La polymérisation du métacrylate se fait sous 
l’action des rayons ultra-violets, en employant la benzoine comme 
accélérateur. Les coupes ont été exécutées avec un microtome de 
Minot modifié, muni de couteaux de verre. Leur examen se fait 
avec un microscope électronique Philips type EM 100, générale- 
ment aprés dissolution de la mati¢re plastique suivie d'une 
métallisation. 


5° CRITIQUE DES METHODES, AVANTAGES, INCONVENIENTS ET PRECAU- 
TIONS A PRENDRE. — Les deux méthodes de fixation que nous 
avons adoptées donnent l’une et l’autre d’excellents résultats. La 
méthode (a) présente lVinconvénient relatif des deux injections 
i faire successivement dans la veine de la queue; mais elle est 
moins dangereuse pour l’opérateur que la méthode (b) si l'on 
ne prend pas pour celle-ci toutes les précautions nécessaires. Le 
nitrite d’amyle, trés volatile, est en effet dangereux 4 manipuler 
et ne doit étre utilisé que dans des bocaux bouchés a l’émeri et 
maintenus sous une hotle. L’inoculation de l’animal doit étre 
pratiquée dans une enceinte fermée aussi étanche que possible. 
Nous avons réalisé dans ce but un appareil en plexiglass imité 
du dispositif servant a inoculer les animaux par la voie respira- 
toire avec des virus dangereux. 

De toutes fagons, Ja perfusion d’acide osmique ne doit en 
aucun cas étre pratiquée sans que les opérateurs soient munis 
de masques a cartouche filtnante et de lunettes protectrices hermé- 
liquement étanches, acide osmique étant dangereux a respirer 
et les moimdres projections dans l’ceil de Ja solution osmique 
a 4 ou 8 p. 100 pouvant entrainer des lésions irrémédiables de 
la cornée. 

L’acide nicotinique et le chlorure d’acétylcholine ne nous ont 
pas donné de résultats concluants. L’injection de ces produits 
est d’autre part trés difficile car elle entraine un durcissement 
de la queue de la souris qui s’oppose 4 la continuation de Vinjec- 
tion. 


RESULTATS. 


‘La figure 2 (& comparer avec la figure 1) montre ainsi un 
neurone typique renfermant deux corps de Negri tels qu’ils appa- 
raissent, grace & cette technique améhorée. L’inclusion intracyto- 
plasmique qui constitue le corps de Negri a le méme aspect 
général sur les deux photographies, mais on distingue nettement 
sur la seconde la meilleure conservation des structures proto- 
plasmiques. Sur la figure 2, ces structures sont incluses dans un 
réseau continu excepté en quelques endroits qui présentent de 
petites déchirures évidentes, qui s’étend a la cellule entiére. La 
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relation entre les corps de Negri et les autres composants de la 
cellule est nettement apparente et la continuité du réseau proto- 
plasmique finement défini montre que les composants cellulaires 
différenciés du cytoplasme cellulaire sont conservés et qu’il n’y 
a pas eu de perte des éléments au cours des manipulations abou- 
lissant a la préparation du tissu. Ce fait est d’une grande impor- 
tance dans les études sur les virus ot l’on est spécialement 
conduit a rechercher le développement intracellulaire des amas 
de particules identifiables au virus. 

De nombreux problémes d’ordre cytologique peuvent étre 
étudiés en se contentant de la fixation préalable de fragments 
isolés d’une cellule. Dans le cas de l’étude de la croissance d’un 
virus, au contraire, il est nécessaire que l’ensemble de la cellule 
soit bien fixé, et lorsque les problémes en cause sont d’ordre 
histologique, il est essentiel que la méme méthode de fixation 
satisfaisante soit appliquée 4 des portions de tissus assez grandes 
pour réunir un nombre significatif de cellules. La figure 3 illustre 
les résultats obtenus en vue de l’observation de champs étendus 
et convenablement fixés de tissus aussi fragiles que sont ceux 
du systéme nerveux central. 

Il en résulte que cette conservation du détail de la structure 
fine cellulaire nous apporte des vues nouvelles sur la structure 
int:me du corps de Negri et doit nous permet're de décider s7iJ 
existe soit dans ces derniers, soit dans la cellule, des aspects 
morphologiques pouvant avec vraisemblance élre identifiés avec 
le virus, et se manifestant en fonction du développement de ce 
dernier. 

Les corps de Negri ont toujours été aisément reconnaissables, 
chaque fois qu’ils ont été présents dans les préparations. Ils 
apparaissent invariablement comme ceux de la figure 2 sous la 
forme d’objets circulaires ou ellipsoidaux aux contours relati- 
vement réguliers. Leur opacité au rayonnement électronique 
(fig. 4 et 5) est dQ a un matériel diffractant fortement les élec- 
trons qui, sur les préparations examinées, adhére au réseau du 
réticulnm, l’épaissit et parfo:s en remplit les interstices. La struc- 
ture du corps de Negri rappelle ainsi celle des chromosomes 
et celle des autres constituants cellulaires composés d’acide 
nucléique qui ont été examinés de fagon analogue au microscope 
électronique, comme on pourra le constater en comparant sur 
la figure 2 les corps de Negri avec‘le nucléole de la cellule. Ce 
fait apparait mieux encore sur la figure 5 qui montre a un gros- 
sissement élevé un, nucléole et un corps de Negri. 

Sur les coupes affectant les corps de Negri, on observe un 
certain nombre d’aires transparentes circulaires ayant des dia- 
metres différents. On trouve également dans les corps de Negri, 
sur nos préparations, de petits objets dont l’opacité est encore 
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plus marquée que celle du réticulum du corps de inclusion. La 
plupart de ces derniers se trouvent au vo:sinage de la périphérie 
du corps (fig. 2, 4 et 5); quelques particules d’aspect analogue 
peuvent étre vues en dehors des corps de Negri, mais tres pres de 
la surface de ces derniers et un petit nombre d’entre elles se 
trouve ailleurs, dans le cytoplasme des cellules intéressées. Il est 
bien évident que des observations de cet ordre ne permettent pas 
a elles seules de décider de la nature des corps de Negri dans la 
cellule vivante, mais il y a leu de souligner que les aspects 
observés sont compatibles avec Vidée qu’il s’est formé dans le 
cyltoplasme cellulaire une sorte d’émulsion entre un matériel rela- 
tivement fluide et fortement vacuolisé et une ou deux phases plus 
denses, De petites particules tres opaques pourraient représenter 
lune de ces phases qui, non miscible avec le reste du corps de 
Negri, a pris naissance dans ce dernier ou lui a été électivement 
incorporée. Des observations purement morphologiques comme les 
nétres ne peuvent guére donner plus qu’une information assez 
limitée sur la composition de ces corps, mais on peut faire 
remarquer que les seuls composants cellulaires jusqu’ici connus 
qui présentent une opacité comparable aux électrons sont ceux 
qui ont été reconnus pour étre riches en phospho-lipides ou en 
acide nucléique. 

On peut néanmoins soul:gner que cette derniére hypothése 
concorde exactement avec les recherches histochimiques, faites 
en microscopie classique par l’un de nous avec V. Sautter [4] ; 
les structures internes discernables dans les corps de Negri 
présentent les réactions histochimiques colorées carac'éristiques 
de la présence d’acide nucléique, alors que le stroma du corps 
de Negri demeure incolore ou ne se colore que par les colorants 
habituels du matériel protidique. 


Discussion. 


Nos micrographies électroniques ne nous ont pas montré la 
présence de particules de taille et d’aspect uniforme ayant la 
taille reconnue par la filtrabilité du matériel rabique (de 1 000 


a 1500 A) [5] et qui pourraient étre ainsi identifiées avec le virus. 
Elles n’apportent pas non plus d’argument a l’hypopthése que, 
soit les corps de Negri, soit les particules plus petites et plus 
opaques qui y sont associ¢es soient des agrégats de particules 
homogénes ayant la taille ci-dessus définie. Nos photographies ne 
montrent pas non plus l’existence de particules de virus isolées 
ou agglomérées dans les cellules renfermant des corps de Negri. 
En méme temps, les structures fines continues observées dans 
les cellules examinées sur nos coupes rendent peu vraisemblable 
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que de telles masses de particules auraient été perdues au cours 
de la préparation des spécimens. Nous n’avons pas davantage 
rencontré d’agrégats de particules assimilables au virus dans les 
autres cellules de l’hippocampe. Comme un certain nombre seule- 
ment de cellules de nos préparations renfermaient des corps de 
Negri, il nous a fallu examiner un grand nombre d’autres cellules 
pour ‘trouver ces derniéres. Aucune de celles que nous avons 
examinées ne renfermait d’agrégats de particules. Ces faits nous 
imposent la conclusion nécessaire que, si le virus se présente dans 
les cellules sous forme de particules définies morphologiquement 
reconnaissables, les agrégats de telles particules ne se développent 
que dans un trés petit nombre de cellules de ’hippocampe. 

Hydén [6] a montré que dans les tissus rabiques, les noyaux 
de certaines cellules présentaient une absorption exlrémement 
élevée aux rayons ultra-violets. Il en a conclu que Jl’infection 
rabique stimulait la production d’acide nucléique dans les noyaux 
des cellules. Qu’elles contiennent ou non des corps de Negri, les 
cellules rencontrées par nous dans le tissu rabique ne présentent 
pas lVopacité nucléaire accrue 4 laquelle on pourrait s’attendre en 
ce cas ; on rencontre occasionnellement des cellules plus opaque 
que les autres, mais cette opacité s’applique aussi bien au cyto- 
plasme qu’au noyau. Une de ces cellules est visible au centre et 
en bas de la figure 3. A un plus fort grossissement, on trouve 
une cellule analogue a gauche sur la figure 6. Quelques cellules 
aux limites cytoplasmiques plus ou moins définies comme celles 
que l’on rencontre au centre de la figure 7 ont des noyaux présen- 
tant une densité supérieure 4 la moyenne. Bien que notre expé- 
rience ne semble pas indiquer que ces noyaux plus denses 
résultent directement de linfection par le virus rabique, on 
rencontre un grand nombre de cellules (sur plusieurs figures ct 
en particulier la figure 9) qui ont des nucléoles multiples géné- 
ralement adjacents a4 la membrane nucléaire. Il faudrait une étude 
quantitative plus poussée pour déterminer quel est le degré de 
signification qui peut étre attaché a cette fragmentation nucléo- 
laire 

On pourrait s’altendre 4 ce que les micrographies comme celles 
que nous publions nous apportent une indication sur le mode de 
développement des corps de Negri. Mais il faudra les étudier par 
la méthode des coupes en série pour savoir si de petites inclusions 
paranucléaires de faible densité, comme celles que l’on rencontre 
sur les figures 7, 8 et 10, correspondent a un corps de Negri en 
cours de développement ou si elles sont simplement la section 
de l’extrémité allongée d’un corps de Negri pleinement développé. 
Une masse moins bien définie, comme celle que l’on rencontre 
sur la figure 11, pourrait, d’autre part, représenter un corps 
erossissant par condensation progressive au sein du cytoplasme. 
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ResuME. 


Les micrographies électroniques ont porté sur des coupes fines 
de neurones renfermant des corps de Negri, situés dans la corne 
d’Ammon et l’hippocampe de souris atteintes de rage des rues, 
et fixés in vivo par ]’acide osmique neutralisé au moyen d’une 
technique décrite en détail. Ni les corps de Negri eux-mémes, ni 
les autres composants de neurones figurant dans ces préparations 
ne montrent la présence de particules uniformes pouvant étre 
identifiées comme des unités du virus rabique. Les corps de Negri 
présentent une structure fine qui peut étre interprétée comme une 
émulsion avec le cytoplasme des cellules atteintes, d’un matériel 
optiquement dense aux électrons et renfermant probablement de 
Vacide nucléique. 


SUMMARY. 


Electron micrographs have been made of sections cut through 
Negri-body-containing cells of the hippocampi of mice diseased 
with street rabies after fixation in neutral osmium tetroxide. 
Neither the Negri bodies themselves nor other components of the 
cells in these preparations have revealed the presence of uniform 
particles that could be identified as units of the rabies virus. 
The Negri bodies have a fine structure which could be interpreted 
as that of an emulsion of electron-optically dense (perhaps nucleic 
acid-containing) matter within the cytoplasm of the affected cells. 
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LEGENDES DES PLANCHES 


Prancus I : Fie, 1. — Micrographie électronique d’une coupe @hippocampe aprés 
fixation acide de souris rabique et présentant deux corps de Negri. L’altération 
des tissus causée par cette fixation est tellement importante qu’il est difficile 
de bien distinguer le détail cellulaire visible sur les coupes ultra-fines nécessitées 
par la microscopie électronique. Cette photo et les suivantes sont des tirages 
directs (positifs). 


Fic. 2. — Micrographie électronique d'un champ d’une coupe semblable d’hippo- 
campe de souris rabique perfusée avant la mort avee de l'acide osmique tam- 
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ponné. La structure fine du tissu est manifestement mieux conservée. Les deux 
corps de Negri, l'un au-dessous, l’autre 4 droite du noyau cellulaire, sont nette- 
ment analogues 4 ceux de la figure précédente. 


Prancne II : Fig. 3. — Montage de plusieurs micrographies montrant une portion 
de tissu nerveux:contenant de nombreuses cellules. 


Prancne III : Fic. 4. — Coupe d’une portion de cellule renfermant un corps de 
Negri, photographiée 4 un plus fort grossissement afin de montrer les détails 
de sa structure fine. Noter également la structure fine réticulaire du nucléole qui 
est partiellement visible dans la portion supérieure gauche de l'image. 


Fie. 5. — Portion d’une autre cellule observée au fort grossissement pour montrer 
le détail de la structure du corps de Negri qu’elle contient. 


Prancne IV : Fic. 6. — La cellule en haut du centre posstde un corps de Negri 
avec une grande vacuole centrale. La cellule & gauche, comme celle en bas du 
centre de la figure 3, est d’une densité aux élecirons nettement supérieure a la 
moyenne. 


Fic. 7. — La différence de densité est trés faible entre le corps de Negri en bas 
et a gauche du noyau, et le reste de cette cellule relativement « opaque ». 


Piancue V : Fic. 8. — Le corps de Negri, en dessous du noyau de ceite photo- 
graphie, n’est guére plus « opaque » que d’autres portions du cytoplasme cellu- 
laire. Noter la texture réticulaire du nucléole de cette cellule. 


Fic. 9. — La cellule en bas et 4 gauche, avec deux corps de Negri, est celle qui 
est observée 4 un plus fort grossissement dans la figure 2. Les deux autres 
cellules ont des noyaux contenant chacun plusieurs nucléoles. Les nombreux 
« trous » de cette coupe résultent d’une irradiation excessive avant la prise 
de vue. 


Prancue VI : Fic. 10. — Il y a un trés faible contrasle entre le corps de Negri 
situé contre la membrane, a la limite inférieure de ce noyau, et le reste du 
cytoplasme. Noter les deux nucléoles, grands, opaques et renfermant des 
vacuoles. 

Fic. 11. — Les contours du corps de Negri au centre et a droite de cette photo 

sont relativement irrégulicrs. 


LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
A L’INSTITUT PASTEUR EN 1954 


par R. BEQUIGNON et C. VIALAT (°*). 


(Institut Pasteur.) 


1° Personnes traitées : 


453 personnes se sont présentées a la consultation du service 
des vaccinations antirabiques. A 80 le traitement a été conseillé. 


2° Méthode de traitement : 


La méthode employée est la méthode des vaccins phéniqués 
(Fermi). Emulsion 4 5 p. 100 de matiére cérébrale de mouton 
succombant au virus fixe, dans l’eau physiologique phéniquée a 
1 p. 100. On emploie exclusivement pour la préparation du 
vaccin de jeunes moutons en bon état de santé, d’un poids moyen 
de 42 kg, dont l’encéphale pése environ 80 g. Aprés inoculation 
intracérébrale, ils sont sacrifiés le huititme jour, et leur encé- 
phale extrait; aprés contréle de virulence et de stérilité, les cer- 
veaux sont broyés et 5 parties de broyat de cerveau sont émul- 
sionnées dans 100 parties d’eau physiologique phéniquée a 
1 p. 100, puis la suspension est placée vingt-quatre heures dans 
une étuve a 22° C, avant d’étre mise en ampoules. Les ampoules 
de vaccin sont conservées pendant une semaine A la température 
de 2° C a 5° C, avant d’étre livrées. Chaque jour, les sujets en 
traitement regoivent une ampoule de 5 ml (demi-dose pour les 
enfants) par voile sous-cutanée au niveau de la région péri-ombi- 
licale. Le traitement a une durée de quinze, vingt ou trente jours 
selon le siége et la gravité des morsures. 

Le virus fixe utilisé représentait, le 31 décembre 1954, le 
1 927° passage de la souche isolée par Pasteur le 19 novembre 
1882 et employée pour la vaccination a partir du 90° passage 
lors de la création du service de vaccination antirabique, rue 
d’Ulm. La souche est entretenue sur lapin. 

Le controle de la valeur antigénique du vaccin antirabique 
phéniqué est effectué sur lapin selon une épreuve publiée anté- 
rieurement (R. Béquignon et C. Vialat [4)). 


(*) Manuscrit recu le 1” mai 1955. 
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3° Répartition des personnes traitées d’aprés le territoire sur 
lequel elles ont été mordues : 
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4° Répartition des personnes trailées suivant animal mordeur : 
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5° Répartilion des personnes traitées d’aprés les preuves de 
rage chez l’animal mordeur. 


Catégorie A. — La rage de l’animal mordeur a été constatée 
par le développement de la maladie chez des animaux inoculés 
avec le cerveau ou par examen histologique. 


Catégorie B. — ‘La rage de |’animal mordeur a été constatée 
par examen vétérinaire. 
Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 


Catégorie A 
Catégorie B. 
Catézorie C. 


EOF 


1 


Les névraxes de 65 animaux ont élé examinés par le service 
des vaccinations antirabiques. Trente-neuf fois les commémo- 
ratifs de la morsure de l’animal et l’examen histologique du 
systeme nerveux nous ont autorisés 4 arréter le traitement chez 
les personnes mordues. 

Les principes généraux qui ont dicté cette décision ont été rap- 
pelés dans un rapport précédent [2]. 

Au cours de ces examens, deux souches de rage des rues ont 
été reconnues et isolées : une chez un chien mordeur des Cétes- 
du-Nord, récemment importé d’Indochine ; l’autre chez un chien 
dont le cerveau nous a été envoyé en glycérine, par 1’Institut 
d’Hygiéne de Douala (Cameroun). En outre, il est 4 signaler que 
les lésions de toxoplasmose canine sont observées avec une fré- 
quence croissante [3]. 


6° Répartilion des personnes traitées d’aprés les caractéres de 
la morsure : 


EOL CS nee OCU PWNS oR nes (lie tos Sot, aes a OO. 
SPELT CLE | LCS is le Mt ae ls ce DSi es neon 0.0) 


196 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


7° Répartition des personnes trailées suivant que les vétements 
ont été interposés ou non: 
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8° Répartition des personnes traitées d’aprés le siége de la 
morsure : 


Téte. . : if 
Membres superieurs : 42 
Tronc. 4 
Membres inférieurs . 27 


9° Répartition des personnes traitées d’aprés le nombre de jours 
écoulés entre la morsure et le traitement: 
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10° Répartition par dépurlements des personnes mordues en 
France métropolitaine : 


ATSIC rst 4 Meuse . : 2 
Alpes- -Maritimes. 2 | Puy-de- Dome 2 
Calyados™... = - 4 | Rhin (Bas-). 2 
Corréze. . 2 | Saéne (Haute-). 4 
Cétes-du- Nord. 3 F { Patisnes are 43 
BOTOeer egks Ss \ meme ) Banlieue... 18 
Finistére . . 1 Seine Maritime. . 2 
Loire-Inférieure 4 Seine-et-Marne. .... 3 
Hoitet. i. shits \ Seine-et-Oise. 10 
Manche 3 2)". : 1 Sévres (Deux-). 4 
Meurthe-et- Moselle , 5 y 


[Le tableau ci-dessous indique les résultats des vaccinations 
antirabiques depuis la mise en application de la méthode phéni- 
quée. 


| | 
: PERSOXNES| CATPGORIE) CATEGORIE| CATEGORIE eke MORTALITE 
Ee, trailées A B C Lae p. 100 
WES 6 ome ii 2 | { T4 0 0,99 
fo53 lor Ui Use 7 9 69 0 0.00 
Wag et ce tl 4 80. 5 1 14 0. 0,00 
Fotal...—.| 242 14 i 217 0 |. 0,00 
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Le service anlirabique a, en outre, fabriqué pendant l’année 
1954 : 

42 1 de vaccin antirabique phéniqué Aa usage humain et 

149 ] de vaccin 4 usage vétérinaire. 


11° Mesures prises en vue de suivre l’évolution des cas traités 
pendant six mois au maximum. 

Les médecins sont priés de nous tenir au courant des accidents 
qui pourraient se produire pendant les six mois qui suivent !e 
traitement. 


12° Accidents paralytiques : Néant. 
13° Décés : Néant. 
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LE VIRUS HUMAIN DIT 
« ENCEPHALOMYELITIQUE DE BRAZZAVILLE » 
EST EN REALITE UN VIRUS POLIOMYELITIQUE TYPE I- 


LES CARACTERES BIJLOGIQUES ANORMAUX 
DE Cé VIRUS TROPICAL 


par Armé PELLISSIER et Eure TRINQUIER (°) 


(Institut Pasteur de Brazzaville) 


Nous avons fait ici méme l’étude épidémiologique, expérimen- 
tale et immunologique [4, 2, 3} d’un virus humain isolé a Brazza- 
ville au cours d’une épidémie de poliomyéhte clinique en 1951. 
Les caractéres biologiques de ce virus, en particulier les lésions 
de méningo-encéphalomyélite diffuse constatées chez le singe, la 
virulence du liquide céphalo-rachidien et du sang, le pouvoir 
pathogéne inconstant mais réel pour la souris, le cobaye et le 
lapin, et enfin la culture facile en ceuf de poule embryonné, nous 
Yavaient fait classer dans le groupe des virus encéphalomyéli- 
tiques. La virulence du liquide céphalo-rachidien et surtout le 
pouvoir pathogéne pour le lapin avaient déja été constatés lors 
des premiéres études de Ceccaldi [4] en 1943 et lors de l’enquéte 
de Durieux [5] en 1944. 

Ces caractéres n’élaient pas les caractéres classiques du virus 
poliomyéhtique tels quwils avaient été définis en 1948 par la 
National Foundation of Infantile Paralysis {6}. 

Or Goffe, Dick et Pellissier [7] viennent de démontrer l’identité 
immunologique entre le virus encéphalomyélitique de Brazzaville 
et le virus poliomyélitique classique du type 1. La souche Felix 
du virus de Brazzaville, aprés onze passages sur singe, a été 
introduite en cultures de tissus, y a cultivé en provoquant la 
dégénérescence des cellules en cultures et cette action nécrosante 
a été complétement neutralisée par le sérum antipoliomyélitique 
de type 1. Aucun effet neutralisant n’était constaté avec Jes sérums 
antipohomyélitiques des types 2 et 3. De plus le sue de culture 
se montre un excellent antigéne spécifique du type 1 pour la 
réaction de fixation du complément. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 avril 1955. 
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De par la valeur actuelle de ces épreuves, la conclusion qui 
simpose est que le virus de Brazzaville est un virus poliomyéli- 
tique de type 1. 

Nous pensons intéressant et instructif de revenir sur les 
caractéres biologiques anormaux de ce virus. Quelques-uns de 
ces caractéres avaient été décrits ici et la, mais étaient considérés 
comme des curiosités de laboratoire. Cependant le pouvoir patho- 
géne pour le cobaye et la culture facile en ceuf de poule embryonné 
constituent, & notre connaissance, des caractéres biologiques 
inattendus. 


LESIONS ANATOMO-PATHOLOGIOUES. 


Malgré le nom de « poliomyélite » on sait, depuis les premiéres 
descriptions de Wickman [8] chez l’>homme et de Landsteiner et 
Levaditi [9] chez le singe, que les lésions sont celles d’une « polio- 
névraxite ». Mais si les neurones du cortex cérébral sont atteints, 
de méme que ceux des noyaux gris centraux, le maximum des 
lésions est constaté au niveau de la moelle, avec prédominance 
sur la moelle lombaire. De méme la méningite a cellules rondes 
qui se prolonge le long des septa et le long “des gaines de Robin- 
Virchow sous forme de périvascularite présente son maximum 
d’intensité au niveau de la moelle. Mais surtout, et les travaux de 
Levaditi ont été pleinement confirmés par Hurst [40], le virus 
provoque la dégénérescence primitive du neurone et ce n’est qu’en 
second lieu qu’apparait la réaction inflammatoire 4 polynucléaires : 
la réaction neuronophagique. 

Il est vrai qu’Armstrong [44] adaptant la souche Lansing sur 
le sigmodon et que Stefanopoulo et Vieuchange [42] réinfectant 
le singe avec cette méme souche avaient constaté une certaine 
diffusion des lésions. Mais le dogme classique de l’atleinte élective 
des neurones des cornes antérieures de la moelle avait force de 
loi et pouvait servir 4 séparer le virus poliomyélitique des virus 
méningo-encéphalomyélitiques. Or le virus de Brazzaville provoque 
une réaction inflammatoire intense, diffuse et tellement rapide 
qu’elle détruit les neurones 4 la facon des virus encéphalomyé- 
litiques, avant méme que son action nécrosante propre se fasse 
sentir sur eux. 

Le virus de Brazzaville est done un virus poliomyélitique de 
type 1, donnant chez le singe les lésions histologiques d’un virus 
méningo-encéphalomyélit:que. 


VIRULENCE DU LIQUIDE C}i3PHALO-RACHIDIEN. 


Classiquement le liquide céphalo-rachidien n’est pas virulent 
dans la poliomyélite, aussi bien chez le singe que chez homme. 
Levaditi [43], Flexner et Lewis [44] ont seulement pu mettre en 
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évidence la virulence passagére chez le singe qui a été inoculé par 
voie intracérébrale. Cependant, en 1910, lors des premiéres études 
expérimentales, Krause et Meinicke [45] avaient décrit la virulence 
du liquide céphalo-rachidien, du sang et des viscéres chez l’>homme 
et chez Vanimal. 

Avec le virus de Brazzaville cette virulence est habituelle, 
puisque 3 souches sur 4 en 1943 et 2 souches sur 9 en 1951 ont 
été isolées du liquide céphalo-rachidien humain prélevé au cours 
de la phase paralytique. 

Avec le virus de Brazzaville, virus poliomyélitique de type l, 
la virulence du liquide céphalo-rachid:en est un caractére banal. 


VIRULENCE DU SANG. 


Malgré les premiéres affirmations de Krause et Meinicke [45] 
en 1910, la virulence du sang a été niée par tous les auteurs 
qui ont étudié cette question depuis cette époque. Cependant 
depuis ces derniéres années diverses souches ont été isolées du 
sang hnmain. C’est d’abord Ward, Horstmann et Melnick [16] qui, 
en 1946, isolent une souche par inoculation intracérébrale de sang 
a M. rhesus. 

En 1947, Koprowski, Norton et Me Dermott [47| isolent une 
souche directement sur souris par inoculation intracérébrale de 
sérum d’un malade. il s’agit de la souche WW, de type 2. Levaditi 
et Vaisman [48] ont confirmé la classification de cette souche dans 
le groupe Lansing. 

En 1953, Horstmann et Me Callum [49] isolent un virus de 
type 1, au moment d’une épidémie, chez 4 enfants d’une méme 
famille présentant: les trois premiers une maladie a forme 
erippale et le quatriéme ne présentant aucune manifestation 
clinique. 

Enfin, depuis 1950, Blane et Martin [20], a l'Institut Pasteur 
du Maroc, décrivent la virulence habituelle du sang, par isolement 
des souches sur le lapin. 

Nous avons isolé une souche par inoculation intrapéritonéale 
au singe du sang d’un enfant noir présentant une maladie fébrile 
a forme grippale. Ce résultat positif a été obtenu une fois sur 
trois essais. 

La virulence du sang chez homme a été constatée avec le 
virus de Brazzaville, virus poLomyélitique de type 1. 


VIREMIE CHEZ LE SINGE 


Classiquement, on n’observe chez le singe, dans ja poliomyélite 
expérimentale, ni virémie ni poussée fébrile précédant la para- 
lysie. Cependant Stefanopoulo et Vieuchange [42] ont observé une 


LE VIRUS ENCEPHALOMYELITIQUE DE BRAZZAVILLE 201 


poussée fébrile préparalytique chez le singe callitriche inoculé 
avec la souche Lansing. 

Enfin Melnick [24] étudiant plusieurs souches a ce sujet en 
trouve une qui donnait quatre fois sur dix une virémie positive 
chez le singe. Aucune des autres souches étudiées n’a_ présenté 
ce caractére. 

Or nous avons vu que le virus de Brazzaville donne dans 
75 p. 100 des cas chez le singe une poussée fébrile a 40°-41°, qui 
dure un ou deux jours et qui précéde immédiatement la paralysie. 
La présence du virus dans le sang, au moment de cette poussée 
fébrile, peut étre considérée comme habituelle puisqu’elle a été 
vérifiée quatre fois sur quatre. Cette virémie a été vérifiée une fois 
sur deux, chez des singes n’ayant pas présenté de poussée fébrile 
préparalytique. 

Rappelons encore que la virémie existe seulement au cours de 
cette phase préparalytique, fébrile ou non, ainsi que |’ont montré 
les inoculations faites avec le sang du singe n° 200, sang prélevé 
de deux jours en deux jours depuis la date de l’inoculation intra- 
péritonéale. 

Le virus de Brazzaville, virus poliomyélitique de type 1, 
présenle chez le singe une virémie positive au cours de la phase 
préparalytique, phase le plus souvent fébrile. 


PoUvoIR PATHOGENE POUR LA SOURIS. 


Jusqu’en 1939 la souris était considérée comme insensible au 
virus de la poliomyélite. C’est alors que Armstrong [414] réussit 
a adapter la souche Lansing au sigmodon, puis a la souris [22]. 

Dans les années qui suivent diverses souches sont également 
adaptées a la souris, soit directement, soit le plus souvent aprés 
passages sur le singe. C’est ainsi que Jungeblut et Sanders [23, 24] 
adaptent 4 la souris la souche S. K. Yale, qui avait été isolée sur 
le singe en 1938 par Trask, Vignec et Paul |25]. De méme, 
Schlesinger, Morgan et Olitzky [26] adaptent 4 la souris la 
souche MEF1 isolée en 1943 par van Rooyen et Morgan [27] au 
Moyen-Orient. 

En 1947, Koprowski, Norton et Mc Dermott [47] isolent direc- 
tement sur souris la souche WW. 

Un certain nombre d’autres souches sont également adaptées 
a la souris et l’on s’apergut bientot qu’elles avaient des caracteres 
immunologiques particuliers. Soit par les tests de neutralisation 
(Kesse] et Pait [28]), soit par les épreuves d’immunité croisée 
(Bodian, Morgan et Howe ({29}), les auteurs mettent en évidence 
trois types immunologiques du virus poliomyélitique : 

Le type 1, groupe de la souche Brunhilde ; le type 2, groupe 
de la souche Lansing ; le type 8, groupe de la souche ‘Leon. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 89, n° 2, 1955. 14 
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Seules les souches du groupe Lansing se montrent pathogénes 
pour la souris, aprés de plus ou moins grandes difficultés 
d’adaptation. C’est ainsi qu’avec le type 1, Dick [30] n’avait pu 
obtenir qu’une conservation du virus dans le cerveau de souris 
pouvant aller jusqu’a une dizaine de jours. 

Cependant ce dogme lui aussi perd peu a peu de sa valeur. 
En effet, par des artifices d’inoculation (inoculation intrarachi- 
dienne), Li et Habel [34] infectent la souris avec la souche Leon 
en 1951, et Li et Schaeffer [32] infectent la souris avec la souche 
Mahoney, de type 1, en 1953. 

Or, sur les 9 souches isolées 4 Brazzaville, 3 souches ont été 
isolées directement sur souris, dont une par inoculation de liquide 
céphalo-rachidien et 2 par inoculation de selles traitées. Ce 
pouvoir pathogéne pour la souris s’est montré trés inconstant, 
puisque 13 seulement sur les 198 souris imoculées ont fait une 
maladie expérimentale. Mais les résultats positifs sont indiscu- 
tables, et les lésions constatées probantes. 

Le virus de Brazzaville, virus poliomyélitique de type 1, est 
doué d’un pouvoir pathogéne inconstant mais réel pour la souris. 


PouVoIR PATHOGENE POUR LE LAPIN. 


Krause et Meinicke [45] avaient, en 1910, décrit la réceptivité 
du lapin, qui, aprés inoculation intracérébrale ou intrapéritonéale, 
présentait une maladie paralytique ou non, mais avec des lésions 
histologiques plus ou moins marquées de poliomyélite. Depuis cette 
date les divers expérimentateurs, avec les diverses souches isolées, 
ne confirment pas ce pouvoir pathogéne. Et l’on peut dire que, 
classiquement, le lapin est insensible au virus poliomyélitique. 

Cependant, en 1948, Blane et Martin [83] décrivent la réceptivité 
du lapin. Cet animal présente une maladie fébrile, mais toujours 
sans paralysies mi lésions histologiques du systéme nerveux. 

Avec le virus de Brazzaville le pouvoir pathogéne pour le lapin 
a été marqué en 1943 et semble avoir diminué depuis. En effet, 
en 1943, Ceccaldi isolait 2 souches sur 4, directement sur lapin, 
et les animaux présentaient une paraplégie. En 1944, au cours de 
Venquéte de Durieux [5] sur les accidents méningo-encéphalomyeé- 
litiques survenus aprés la vaccination anti-variolo-amarile, des 
inoculations de liquide céphalo-rachidien sont faites a la souris, 
au singe et au lapin. Le lapin inoculé présente une parésie du 
train postérieur le neuviéme jour et meurt le dixiéme. Enfin, en 
1951, un lapin sur les 18 inoculés est trouvé mort le douziéme 
jour, sans présenter de lésions décelables des organes ni du 
systeme nerveux. ‘ 

Le virus de Brazzaville, virus poliomyélitique de type 1, a été 
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capable, 4 un moment donné, d’infecter le Japin avec manifesta- 
tions paralytiques. 


PoUvorIR PATHOGENE POUR LE COBAYE. 


Classiquement, le virus poliomyélitique n’infecte pas le cobaye. 
Cependant, Toomey |34] a constaté des altérations médullaires 
ressemblant a celles de la poliomyélite chez des cobayes inoculés 
avec des selles traitées de malades. C’est, A’ notre connaissance, le 
seul fait positif publié. 

Nous devons rappeler toutefois les résultats obtenus par 
Jungeblut, Sanders et Feiner [35, 36] qui pensaient avoir transmis 
au cobaye la souche de poliomyélite S. K. Yale. Les recherches 
ultérieures ont montré que le virus ainsi obtenu, et appelé depuis 
lors S. Kk. Columbia, est un virus encéphalomyélitique différent 
du virus primilif. Les travaux de Dick [87] et de Warren, Smadel 
et Russ |88] ont permis de classer ce virus dans le groupe des 
virus encéphalomyélitiques Mengo et encéphalomyccardique. 

Deux de nos souches du virus de Brazzaville se sont montrées 
pathogénes pour le cobaye -donnant une maladie expérimentale 
avec parésie ou paraplégie. Les passages ultérieurs a partir de 
ces cobayes n’ont rien donné, car le virus a présenté chez cet 
animal comme chez le singe une autostérilisation naturelle rapide. 
C’est ce qui nous porte 4 penser que c’était bien le virus polio- 
myélitique qui Jes avait infectés et non un virus de sortie, virus 
latent, comme dans le cas du virus S. K. Columbia. 

Le virus poliomyélitique de Brazzaville s’est montré capable 
d’infecter le cobaye. 


CULTURE EN OEUF DE POULE EMBRYONNE. 


Classiquement, le virus poliomyélitique ne cultive pas sur 
embryon de poulet. C’était du moins |’un de ses caractéres Jusqu’a 
ces dernicres années. Mais en 1952 Roca Garcia, Mayer et Cox [89] 
ont réussi 4 adapter la souche du type 2, MEF 1, sur sac vitellin. 

Rappelons que le virus de Brazzaville s’est montré capable de 
cultiver trés facilement sur membrane chorio-allantoide et dans 
le sac vitellin. Les passages en série ont ¢té réalisés et au 
quatriéme passage sur ceuf le virus avait conservé intact son 
pouvoir pathogéne pour le singe. 

Le virus de Brazzaville, virus poliomyélitique de type 1, cultive 
facilement sur ceuf de poule embryonné. 


CONCLUSIONS. 


Le virus de Brazzaville, virus poliomyélitique de type 1, 
présente une série de caractéres biologiques anormaux et non 
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classiquement reconnus comme appartenant au virus poliomyéli- 
tique : 

a) Pouvoir pathogéne naturel fréquemment identique a celui des 
virus méningo-encéphalitiques ; 

b) Lésions histologiques du type méningo-encéphalomyélit:que ; 

c) Virulence du liquide céphalo-rachidien et du sang humains ; 

d) Poussée fébrile et virémie chez le singe ; 

e) Pouvoir pathogéne pour la souris, le lapin et le cobaye ; 

f) Culture facile en ceuf de poule embryonné. 

Ces caractéres biologiques rapprochent le virus de Brazzaville 
des virus encéphalomyélitiques isolés dans les régions tropicales 
et sont de nature a confirmer opinion de P. Lép:ne [40] selon 
laquelle le virus poliomyélitique serait d’origine tropicale. 
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PREPARATION DU SERUM CONTRE LA POLIOMYELITE 
SUR L’ANE. 
SEPARATION DE L’IMMUNO-GAMMA-GLOBULINE 
ET SA VALEUR 


par A. JEZIERSKI (*). 


(Laboratoire Vétérinaire de VI. N. E. A. C., Gabu, Congo Belge, 
_et Service des Virus de I’Institut Pasteur, Paris) 


Au début de ce siécle K. Landsteiner et C. Levaditi, C. Leiner 
et R. von Wiesner, P. H. Roemer et K. Joseph, S. Flexner et 
P. A. Lewis ont établi que le virus poliomyélitique était neutra- 
lisé par le sang d’un singe guéri de cette infection. 

Cette constatation a conduit A. Netter et C. Levaditi & proposer, 
pour la thérapeutique humaine, le sérum des sujets guéris de 
poliomyélite désigné sous le nom de sérum de convalescent. 

R. Kraus (1911) et A. Pettit (1917) [4] ont utilisé le mouton 
comme animal servant A la préparation du sérum antipoliomyé- 
litique. Dans le méme but, Gordon, Harrison et Hudson [2] ont 
également employé le mouton. 

Par la suite, A. Pettit (1919) a u‘ilisé le cheval pour la produc- 
tion d’un sérum antipohomyélitique. Comme antigéne, il a employé 
une émulsion a 15 p. 100 de moelle de singe poliomyélitique dans 
eau physiologique. Cet antigéne était injecté par vole intra- 
veineuse une fois par semaine pendant quatre mois environ. I.a 
dose injectée, de 5 em* et 10 cm* au début, était portée a partir 
de la cinquiéme semaine a 20 cm’. 

‘Le pouvoir neulralisant du sérum de cheval était contrdlé in 
vivo sur le singe de la maniére suivante : A 0,2 cm® d’une émulsion 
de virus acuf a 15 p. 100 (émulsion de moelle) on ajou'e respec- 
tivement 0,5 et 1 cm® de sérum de cheval; on laisse en contact 
pendant au moins trente minutes, a la température ambiante ; on 
inocule le mélange dans le cerveau d’un singe. En méme temps, 
un singe témo:n regoit 0,2 cm® d’émulsion pure, par la méme 
vole. 

Ce sérum, dont 0,5 cm® neutralise 0,2 em? d’émulsion virulente 


(*) Manuscrit recu le 18 janvier 1955. 
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a 15 p. 100, était considéré par A. Pettit comme utilisable en 
thérapeutique humaine. 

Fairbrother [8] a également employé le cheval pour la prépa- 
ration d’un sérum antipoliomyélitique. 

En 1931, A. Pettit, B. Erber et M. C. Kolochine [4] ont utilisé 
pour la premiére fois le chimpanzé pour la préparation de ce 
méme sérum. 

Milzer, Oppenheimer et Levinson [5], en 1945, ont utilisé la 
souris. 

En 1954, Levinson, Milzer, Shaughnessy, Wolf, Jonata, 
Vanderboom, Neal et Morrisey [6] ont préparé un bon sérum 
antipoliomyélitique sur les lapins, par injections intraveineuses 
et intramusculaires de virus provenant d’une culture de tissu 
rénal. 

Aucune des méthodes jusqu’ici proposées n’a pu_s’imposer. 
Ainsi avons-nous été amené a essayer l’Ane comme animal produc- 
teur de sérum antipoliomyélitique. 

En 1952, nous avons utilisé l’Ane pour la préparation en grande 
quantité d’un sérum antipoliomyélitique qui, 4 son tour, nous 
a servi pour la séparation des globulines gamma. 

Au début nous avons employé comme antigéne des suspen- 
sions 4 15 p. 100 de moelle de singe- inoculé avee les trois types 
de virus poliomyélitique, Brunhilde, Lansing et Leon (souches 
obtenues grace a l’obligeance du D™ Howard A. Howe de Balti- 
more, des D™ John Paul et J. Melnick de New Haven, U.S. A. 
& qui nous tenons a exprimer ici nos vifs remerciements). 

Ces suspensions étaient injectées réguli¢rement par voie intra- 
veineuse et, simultanément, par vole sous-cutanée, en commen- 
cant par de petites quantités de 3 ou 5 cm® portées par la suite 
jusqu’a 10 et 20 cm*. 

Aprés six mois d’immunisation, !e contréle a été exécuté d’aprées 
la méthode précitée d’A. Pettit. 

Les résultats n’étaient nullement encourageants ; le sérum dilué 
4 1/10 ne neutralisait plus le virus. 

Des lors, une autre technique pour exécuter les tests de séro- 
protection a été utilisée : celle de la culture des tissus en tubes 
roulants. 

Nous avons ainsi procédé aux premiers tests de séro-neutrali- 
sation du sérum d’ane. Les souches utilisées a cet effet étaient : 
Mahoney (type 1), MEF1 (type 2) et Saukett (type 3) provenant 
du Service des Virus de l'Institut Pasteur de Paris. 

Les résultats observés ont été les suivants : trés faible pouvoir 
neutralisant de la souche Mahoney, dilution du sérum : 1/5; trés 
faible pour MEF1, dilution 1/5; neutralisation compléte de !a 
souche Saukett, dilution 1/10. 
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Ces résultats ont montré que l’antigéne constitué par la moelle 
n’a qu'une trés faible valeur immunisante pour l’ane. | 

A partir du mois d’octobre 1953, nous avons commencé }'immu- 
nisation de l’ane avec le virus poliomyélitique cultivé in vuro 
sur tissus de singes. 

Pendant six semaines, nous avons injecté a l’4ne un mélange 
des trois types de virus poliomyélitique, c’est-a-dire liquide surna- 
geant des cultures et fragments de tissus. Les injections étalent 
pratiquées de la maniére suivante : 5 cm® par vole sous-cutanée, 
5 cm® par voile intramusculaire. 

Cette méme dose était répétée cing fois a intervalles d’une 
semaine. La sixiéme injection était de 10 cm*® par vole sous- 
cutanée et 10 cm® par voie intramusculaire, soit au total 70 cm*. 

Quatorze jours plus tard, nous avons prélevé du sang et exécuté 
le test de séro-neutralisation avec le sérum inactivé a la tempé- 
rature de 56° pendant trente minutes. 

Les résultats sont exposés dans le tableau I. 


Tasreau I. — Test de séro-protection 
avec le sérum d’Ane immunisé. 


SERUM SOUCHE EFFET CYTOPATHOGENE 


Serum jo). sys a: «seer base virus Pas d’effet cytopathogéne 
Sérum*pury 7 2". «| | Mahoney Protection totale 
Sérum dilué4/5° 5 2.2. 2% Mah. Protection totale 
Sérumpdilue Al. 5. Mah. Protection totale 
Serum dilwea/S00 = = oe Mah. Destruction totale des cellules 


KOMEN TONS GG Woe elo MEF4 Protection totale 
Senuimydiltiendy/ oct wae ane MEF1 Protection totale 
Sérum dilué 4/40... .. MEF4 Protection totale 
séerumidilue 450m =. ees MEF1 Destruction totale des cellu'es 


Sérum concentré. .. . aes Saukett Protection totale 
Sérum dilué 1/5. 2. 27.0. Sauk. Protection totale 
Sérum dilué 4/10... . . .. Sauk. Protection totale 
Sérum dilué 4/50... .. Sauk. Destruction totale des cellules 


RS ET SS ET ES 


Le tableau I montre la présence des anticorps dans le sérum 
d’ane neutralisant totalement les trois types de virus poliomyé- 
litiques jusqu’a la dilution du sérum de 1/10. Les cultures étaient 
observées tous les jours pendant sept jours. 

Nous avons continué Phyperimmunisation de l’ane en lui injec- 
tant deux fois 20 cm* et une fois 10 cm’, et ce toujours de Ja 
maniére suivante : une moitié par voie sous-cutanée, l'autre moitié 
par vole intramusculaire profonde (au total 50 cm’). 

Deux semaines aprés la derniére injection, un échantillon de 
sang était prélevé et avec le sérum inactivé, nous avons exéculé 
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le test de séro-neutralisation, afin de pouvoir ¢tablir l’augmen- 
lation des an‘icorps dans ce sérum (tableau II). 

Il ressort du tableau If que le pouvoir neutralisant du sérum 
dane a augmenté de facon telle que ce sérum est capable de 


TasieaAu II. 


EFFEl CYTOPATHOGENE OBSERVE APRES : 


DILUTION 
du sérum 


SOUCHE 


24heures| 2 jours | 3 jours | 4 jours | 7 jours 


Mah. 
Mah. 
Mah. 
Mah, 


MEF1 
MEF4 
MEF4 
MEF! 


Sauk. 
Sauk. 
Sauk. — 

+ 


Sauk. +++ 


—, pas de destruction des cellules; +++, destiuction totale. 


Taxsieau III. 


EFFET CYTOPATHOGENE OBSERVE APRES : 
DILUTION CaecuE 


1 jour | 2 jours | 3 jours | 4 jours jours 


Mah. = 
Mah. = 
Mah. ae 

Mah. ea 


MEF4 
MEF4 
MEF4 
MEF14 


Sauk. 
Sai k. 
Sauk. 
Sauk. 


—, pas de destruction des cellules ; ++-++, destruction totale. 
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neutraliser complétement les trois types de poliomyélite jusqu’a 
la dilution de 1/100. 

En poursuivant toujours nos injections de virus vivant des trots 
types sur l’ane, nous lui avons administré a nouveau ce virus 
quatre fois (15 em* chaque fois), 4 intervalles d’une semaine, mais 
uniquement par voie intramusculaire profonde (total 60 em%). 

Aprés cinquante jours, un échantillon de sang était de nouveau 
prélevé afin d’en contréler le pouvoir neutralisant (tableau IIT). 

Les anticorps ont donc augmenté considérablement puisque 
méme une dilution de 1 a 200 protége totalement les cellules 
contre l’action cytopathogéne des trois types de virus poliomy*- 
litique. 

Nous avons ensuite procédé a cing nouvelles injections intra- 
musculaires, représentant un total de 75 cm‘%. 

Deux semaines plus tard, un échantillon de sang était prélevé, 
et le test de séro-neutralisation exécuté avec le sérum inactivs 
(tableau IV). 


TasLeau IV. 


EFFET CYTOPATHOGENE OBSERVE APRES : 
DILUTION 


du sérum pee 


jour | 2 jours | 3 jours | 4 jours | 7 jours 


4/10. Pe ied Mah. 
Tite Mah. 
1/BOO%, eee: Mah. 
AAO Se | Maks 


Ta career aeeicer MEFt 
MIROO'. de 8, bathe MEF4 
L/BONT Ae MEF 
bitadenaak bee MEF 


AG NORS wkteerr ee eas fe Sauk. 
DUALS BPS ee oR Sauk. 
AAS OOK eee Fe Sauk, 
A IMO00Ra ene te Sauk. 


—, pas de destruction des cellules; ++ ++, destruction totale. 


Le tableau IV prouve que l’élévation du titre des anticorps 
dans le sérum d’ane est telle que les trois types de virus sont 
complétement neutralisés jusqu’a la dilution de 1/500. 

Ans} nous avons trouvé un animal autre que le singe qui donne, 
aprés une série d’injections des trois types de virus poliomyé- 
litiques, des anticorps spécifiques en grande quantité. 

Ce ltre élevé d’anticorps contre les trois types de virus nous 
a conduit & faire un essai de séparation de l’immuno-gamma- 
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globuline, en utilisant a cet effet la nouvelle méthode de séparation 
des protéines sériques par le méthanol élaborée par Dubert, 
Slizewicz, Rebeyrotte et Machebceuf [7]. 

Cette méthode est trés simple, n’exige ni appareillage spécial, 
ni l’emploi de substances chimiques codteuses et est accessible 
a nimporte quel laboratoire. 

Les gamma-globulines humaines qui ont été obtenues en 
grandes quantités d’aprés la méthode de Cohn (U.S. A.) étaient 
déja largement utilisées en Amérique aux fins d’immunisation 
passive des enfants. 

Toutefois, les expériences exécutées par Bodian [8] ont montre 
que si l’on injecte a un singe 2 cm® de gamma-globuline par 
kilogramme de poids, par voie intramusculaire du cété opposé 
a celui ott injection du virus a élé pratiquée, la protection est 
obtenue lorsque l’inject:on de la gamma-globuline précéde de trois 
semaines ou suit de trois jours l’inoculation du virus. Toutefois, 
si l’on utilise une souche trés virulente, il faut se servir d’une 
quantité plus élevée de gamma-globuline afin d’obtenir une plus 
grande quantité d’anticorps dans l’organisme. 

Il est & noter que le sérum d’ane immunisé et non immunisé 
placé a4 la glaciére a une température de plus de 4° donne un 
dépot de gamma-globuline. 

Lorsque le méme sérum passe de la température précilée 
a celle de 22° environ (température ambiante) le dépdt précé- 
demment formé se dissout au bout de trois heures environ et le 
sérum devient clair. 

' La présence de l’immuno-gamma-globuline dans le dépdt a été 
établie par la technique de |’électrophorése et aussi par tilrages 
sur les tissus. 

Les résultats suivants étaient enregistrés : le dépét (gamma- 
globuline) d’4ne immunisé possédait un nombre considérable 
d’anticorps spécifiques tandis que dans les gamma-globulines 
d’un Ane non vacciné aucune trace d’anticorps spécifiques n’ était 
décelable. 

Aprés cet'e étude préliminaire, nous avons prélevé quelques 
litres de sang d’4ne immunisé afin de séparer ]’immuno-gamma- 
globuline d’aprés la technique mentionnée précédemment. 

Les gamma-globulines séparées étaient filtrées sur filtre Seitz 
et titrées sur cultures de tissus. 

Les immuno-gamma-globulines ne pouvaient é!re concentrées 
plus de deux fois en raison de leur densité. Elles donnent aprés 
filtration un liquide opalescent et mises a la glaciére (4°) elles 
forment un dépdt qui se dissout a la température ambiante. 

Les gamma-globulines ont été diluées de 1/5 jusqu’a 1/5 000, 
mélangées séparément avec les trois différents types de virus 
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souches Mahoney (type 1), MEF1 (type 2) et Saukett (lype 3) ct 
placées a l’étuve a 37° pendant quarante-cing minutes. 

La suspension du virus contenait 100 D. I. C. (doses infectantes 
cytopathogénes), on utilisait comme témoin des gamma-globu- 
lines d’Ane non immunisé. 

L’immuno-gamma-globuline concentrée (humaine) des Labo- 
ratoires Lederle [44, 42, 43] était utilisée pour établir une compa- 
raison avec nos immuno-gamma-globulines d’ane. 

Deux gouttes de mélange de chaque dilution étaient introduites 
sur les tissus pulmonaires et les tissus testiculaires des singes 
cultivés en tubes roulants. 

Chaque tube était laissé pendant trente minutes en position 
horizontale afin de mettre le mélange en contact avec les cellules 
et permettre a celles-ci de s’imbiber. 

Nous avons ensuite ajouté le milieu d’Enders, fermé les tubes 
avec un bouchon de caoulchoue et placé dans l'appareil a tubes 
roulants. 

Chaque tube était controlé chaque jour et lobservation a duré 
sept jours. 

Les résultats se trouvent détaillés dans les tableaux V, VI et VII. 


Tasteau V. — Gamma-globuline d’ane immunisé. 


EFFET CYTOPATHOGENE APRES : 


DILUTION 
des 7-globulines 


1 jour | 2 jours | 3 jours jours 


Mig Cee TRL Tae Mah. 
TOL Oo eae beak Mah. 
iI Ce ey ea Mah. 
pO aL IHATID. © Mah. 
A AcOUNukers . ALE Mah. 
ASC O0 Sn, Mah. 


ye ee eee MEF4 
MEF4 
MEF1 
MERA 
MEF{ 
MEF 


Sank. 
Sauk. 
Sauk. 
Sauk. 
ee kon Sauk. 
5 00 One ees Sauk. 


La stérilité des immuno-gamma-globulines a été controlée sur 
les différents milieux aérobies et anaérobies. 
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Tasteau VI. — Gamma-globuline d’Ane non immunisé. 
SS 
EFFET CYTOPATHOGENE APRES : 
DILUTION 
des y globulines Aa 
1 jour | 2 jours | 3 jours | 4 jours | 7 jours 
pase Se sate 
SS | ___ 
Mah. + + 
Be Pate t 
1/10 Mah. ate + +4 + 4 Pe Tae 
4/5 MEF t + + t+ 
1 ++4 4 + 
4/410 MEF1 4 + + + 
1/35 Sauk. 4 ae the (oe ee las 
4/10 Sauk. + + + + + 4 


Tasteau VII. — Immuno-globuline. humaine 
(Laboratoires Lederle). 


EFFET CYTOPATHOGENE APRES | 
DILUTION 
des 7 globulines SOUCHE 
1 jour | 2 jours | 3 jours | 4 jours | 7 jours 
| 

AED ee < AUS ART Mah. — — = az fae 
AP Oe teases, wei cts Mah. _ — — = — 
AWA OO ins) Mex: 4 ome sae Mah. — —_ — = = 
MEO aie Pans) of Maly Ea eee: : + ¢ 
AiO Wenger bets) os MEF1 —- } — = oe 2s 
Dag. ane...) MEP as = z. ee as 
AU ANU Bi in teh eG Bee MEt4 — _ == = oe 
4/500 . 5 MEF1 — - a ce aime 
ALOR, cthe? PAL hcl Sauk. yee — = =a bees 
AWA Ue kd G-. aha Sauk. | oo — a = 
4/100 Sal. upper ae | Sauk. — — == a nie 
AVS OOS meets eacc: Sauk. + + + + bot 


Ensuite, les controles d’innocu:té et de toxicité é'aient exécutés 
par inoculations intracérébrales de 0,2 cm* sur deux lapins, par 
inoculations sous-cutanées, intramusculaires et intrapéritonéales 
sur les cobayes, 1 cm* par cobaye, ainsi que par voie intracéré- 
brale sur 5 souris, 4 raison de 0,03 cm* par souris, et par vole 
sous-cutanée également sur 5 souris, soit 1 cm*® par souris. 

L’observation des animaux a duré trente jours et aucun signe 
de maladie n’a été observé. 

Nous avons essayé l’efficacilé des gamma-globulines sur deux 
singes en administrant 1 cm* de nos gamma-globulines par kilo- 
gramme de poids. Deux cercopithéques, pesant chacun 2,3 kg, 
ont recu 2,5 cm® par vote intramusculaire. 
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Apres quarante-huit heures, les deux singes, ainsi que les deux 
témoins ont recu un mélange de trois souches de virus, soit 
0,5 cm’, par voie musculaire profonde. ’ 

Les singes protégés ont survécu. Un des témoins ctalt paralysé 
apres dix-huit jours et sacrifié au vingt-cinquiéme jour (1). 

Le D' J. H. S. Gear, de la Poliomyelitis Research Foundation 
a Rietfontein (Afrique du Sud) a procédé : 1° au titrage du sérum 
des Anes immunisés et au titrage des immuno-gamma-globulines 
par la méthode des cultures de tissus ; 2° au test de séro-protec- 
tion avec les gamma-globulines d’ane sur les souris. 

Pour le titrage sur les tissus, il a utilisé la souche Brunhilde 
(type 1), Collans (type 2) et Leon (type 3); pour le test de séro- 
protection, uniquement la souche Collans-Lansing (type 2) [9, 10]. 

Les résultats de ces titrages ont été les suivants : 


Gamma-globuline d’4ne: dilution. . . . 1/10 protection 8/8 
Gamma-globuline d'ane: dilution. . . . 1/100 protection 7/8 
Gamma-globuline d’ane : dilution. . . . 1/1 000 protection 2/8 
Gamma-globuline dane : dilution. . . . 41/10 000 protection 2/8 


Ils correspondaient exactement a ceux obtenus au ‘Laboratoire 
de Gabu. 

Nous tenons a remercier vivement ici M. le D* Gear pour 
Vobligeance et J’attention quwil a bien voulu préter a ces 
recherches, ainsi que les membres de son service pour leur colla- 
boration. 


CoNcCLUSIONS. 


Nos essais montrent que l’ane, aprés avoir recu plusieurs injec- 
tions intramusculaires et sous-cutanées de virus (liquide surna- 
geant des cultures de tissus testiculaires, ganglionnaires, splé- 
niques ou pulmonaires et autres fragments tissulaires) a répondu 
par la formation d’anticorps spécifiques (fableaux I, I, II, IV) 
a un titre élevé. 

Ce fait nous a permis de séparer l’immuno-gamma-globuline 
de son sérum par l’application d’une méthode trés simple. 

La stérilité, Vinnocuité et la toxicité de ces gamma-globulines 
ont été éprouvées sur les animaux de laboratoire, ainsi que sur 
les singes (2). 

Le titrage était fait sur lissus de singes et a prouvé que, méme 
ai la dilution de 1/1000, elles protégent les cellules contre 


(1) Cette expérimentation sur les singes sera poursuivie ultérieure- 
ment afin de pouvoir établir la dose minima protégeant contre les 
trois souches de poliomyélite. 

(2) Cette expérience sera répétée sur un plus grand nombre de singes 
afin de pouvoir établir la quantité minimum de gamma-globuline 
necessaire pour protéger les singes contre les trois types de virus: 
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l’action cytopathogéne de la souche Mahoney (type 1), a la dilu- 
tion 1/5 000 contre la souche MEF! (type 2) et a la dilution 1/500 
contre la souche Saukett (type 3) [tableau V]. 

La comparaison de nos gamma-globulines avec les gamma- 
globulines provenant des Laboratoires Lederle, cédées grace 
4 Yobligeance du D? J. Jadin (Bukavu, Congo Belge) a établi que 
ces derniéres ne possédaient pas de titre aussi élevé. Les gamma- 
globulines normales d’adne non immunisé ne possédent aucun 
pouvoir neutralisant pour les trois souches de virus poliomyé- 
litique. 


Nous tenons a remercier vivement ici M. Sladden, directeur 
de la 5° Direction Générale du Gouvernement Général, 4 Léopold- 
ville (Congo Belge), ainsi que M. Dubois, son successeur, et 
M. Matagne, de l’aide particuliérement bienveillante et de la 
compréhension pour les travaux scientifiques qu’ils nous ont 
constamment témoignée, ce qui a considérablement facilité nos 
recherches. 

Nous remercions aussi bien vivement la Direction générale de 
Piano SA. CF 
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Vi-PHAGE TYPING OF SALMONELLA TYPHI. 


EXTENSION OF Vi-TYPE GROUP E AND OBSERVATIONS 
ON GROUP « 29 » 


By Dr. R. Th. SCHOLTENS (*) (**). 


(National Institute of Public Health, Utrecht) 


INTRODUCTION. 


In the phage typing of Salmonella typhi and Salmonella para- 
typhi B the confusion in nomenclature and classification encoun- 
tered in other fields of microbiology was avoided from the onset 
by the formation of the International Committee for Enteric 
Phage Typing, one of the Special Committees of the International 
Association of Microbiological Soczeties. This Committee, formed 
during the Copenhagen Congress (1947) [19], adopted the recom- 
mendations for the standardization of the typing technique 
suggested by Craigie and Felix (1947) [7] and these are being 
reviscd and brought up-!o-date at the triennial meetings of the 
Committee. 

At the Sixth International Congress for Microbiology in Rome, 
1953, the Committee entrusted its joint chairmen (Dr. J. Craigie, 
F.R.S. and Dr. A. Felix, F. R. S.) with the mandate to appoint 
special subcommittees to conduct co-operative investigations on an 
international basis of a number of problems that have arisen out 
of this work. One of these subcommittees, the First Subcommittee 
on Salm. typhi (1), is investigating the Vi-type Groups C, D, EF 
and IF of Salm. typhi. Cultures and phage preparations are 
exchanged and the results obtained are communicated as soon as 
poss:ble to the members of the subcommittee directly or through 
the intermediary of the Secretary. 


(*) Bacteriologist, Rijks Institut voor de Volksgezondheid, Utrecht 
(National Institute of Public Health). 

(**) Manuscrit regu le 25 avril 1955. 

(1) The members of this Subcommittee are : Dr. A. Felix, F.R. S.. 
London (Secretary) ; Dr. E. S. Anderson, London ; Professor G. Buo- 
nomini, Pisa; Dr. J.M. Desranleau, Montreal ; Dr. P.R, Edwards. 
Chamblee, U.S.A. ; Dr. W. W. Ferguson, Lansing, U.S. A.; Dr. P. 
Nicolle, Paris ; Dr. R. Th. Scholtens, Utrecht. 
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In the present paper, some of the results of this joint effort 
are recorded. Moreover, the lysogenic properties of Type E, 
and its relation to Vi-type Group 29 are described. 


TECHNIQUE. 


a) Nutrient media. — A medium prepared with fresh meat 
deseribed by Scholtens (1950 a) [23] was used throughout. 

b) Phage reactions. — The technique described by Craigie and 
Felix (1947) [7] was followed. 

c) Neutralization tests. — Appropriate dilutions of phages and 
antisera were mixed in equal quantities. After 3 hr. in a water- 
bath at 387°C and a further 16 hr. in the ice-box, a standard 
loopful of each mixture was spotted on a lawn of sensitive 
bacteria. 

d) Separation of phage and bacteria with chloroform. — A few 
drops of chloroform are added to the broth culture and_ the 
mixture is shaken vigorously. The bacteria are killed at once. 
The chloroform may be centrifuged off, or allowed to settle for 
at least 5 hr. 


Vi-ryepE Groupe E or « SALM. TYPHI ». 


a) Types E, ann E,. — Among the first adapted Vi-phage 
preparations described by Craigie and Yen (1938) [8] was also 
one homologous to Type E. A short while later Craigie (1939) (4] 
encountered another Vi-phage type which was resistant to phage E 
but yielded an adapted phage that attacked not only the new 
type but also the original Type E strain. The strain that was 
lysed by both phage preparations was designated Type E, ; the 
strain lysed only by its homologous adapted phage was labelled 
Type E,. 

From the surveys of the geographical dis‘ribution of typhoid 
Vi-phage types conducted by the International Committee for 
Enteric Phage Typing, it is now known that Type E, is the most 
common type occurring throughout the world, whereas Type E, 
is one of the rare types. 


b) Desranveau’s Types E, anp E,. — Towards the end of 1944 
and early in 1945 Desranleau (1947) [9] identified another sublype 
of Type E that had caused a small typhoid outbreak in the Mani- 
waki district, Canada. The strains isolated during the outbreak 
were refractory to all the adapted typing phages, including 
phages E, and E,, but were lysed perfectly well by a new phage 
preparation derived by adaptation of the original Vi-phage II 
Type A to one of the refractory cultures. This phage preparation 
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lysed in its critical test concentration also Type E,. Conse- 
quently, Desranleau named the Maniwaki strain Type E,. rT 

Shortly after the isolation of Type E, Desranleau (1947) (9] 
found further untypable s'rains during outbreaks occurring in 
different parts of Canada. He did not succeed in adapting 
Craigie’s original Vi-phage II to these strains, but another 
Vi-phage (Q-1467-43), which Desranleau had isolated in 1943 
from a strain belonging to Type E,, was readily adapted to 
these untypable cultures. This phage prepararation also lysed 
Types E,, E, and E, and was therefore designated by Desranleau 
phage E,. Phage Q-1467-43 is neu‘ralized by antiserum to 
Craigie’s Vi-phage II (Desranleau and Martin, 1950 {44}; Desran- 
leau, 1953 [40]), but full cross-neutralization tests apparently have 
not yet been carried out. 

Type E, is one of the most common typhoid Vi-phage types 
occurring in Canada (Desranleau, 1947 [9]; Desranleau and 
Martin, 1950 {44]) and has also been found in the United States 
of America (Edwards, 1953 [42]). On the other hand, Type &, 
appears to be one of the rare types. These two types are not 
yet listed in the routine typing scheme that is in general use. 
It was therefore decided at the meeting of the International 
Committee for Enteric Phage Typing in Rome, 1953, that Des- 
ranleau’s Types E, and E, be included in the co-ordinated inves- 
tigation of Vi-type Groups C, D, E and F. 


c) Type 31 (Witson anp Epwarps). — In 1952 Wilson and 
Edwards carried out an adaptation of Vi-phage I] Type A 
yielding a preparation that lysed the new type and Types E, 
and 26. The s‘rain had been isolated in 1951 in the Mississippi 
valley. Type 31 is one of the rare types, but has been encoun- 
tered in an indigenous focus in Britain (Felix, 1953 [43]. At 
the suggestion of Dr. Edwards this type, originally designated 
Type 31 (Edwards), was recently re-named Type 31 (Wilson and 
Edwards). ; f 

d) New Vi-types or Group E, — In 1954 three new Vi-types 
of Group E were identified in quick succession. In accordance 
with the procedure followed by the International Committee for 
Enteric Phage Typing these types received the following provi- 
sional designations : Type E, (Scholtens), Type E, (Wilson and 
Edwards) and Type E, (Scholtens), 

Type E, (Scholtens) [Strain Ty 4816]. — This strain was iso- 
lated from a chronic carrier in a mental hospital at Den Dolder 
Holland, in June 1954. The adaptation of the original Vi- 
phage II Type A was carried out readily and the adapted prepa- 
ration lysed a number of cultures isolated from epidemiologically 
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related cases, two nurses that had been infected by the carrier. 
Phage E,; also lysed strains of Types E, and 382 (see Tables I 
and II). So far, no latent phage could be demonstrated in 
Type E, strains. 

Type E, (Wilson and Edwards) [Strain 640-52]. — According 
to information supplied by Dr. Edwards to Dr. Felix this strain 
was isolated from a sporadic case of typhoid fever at Thomaston, 
Georgia, U.S.A., in May 1951. Vi-phage II Type A was 
adapted to this strain in 1954 and the preparation was found 
by the American workers to lyse Type E, and to give no cross- 
reaction with Type E,. 

Type E, (Scholtens) [Strain Ty 563]. — From a chronic carrier 
in a mental hospital at Bergen op Zoom, Holland, six cultures 
Were received at regular intervals between September 1951 and 
July 1952. Only the first and the last culture were examined 
immediately after isolation. The first culture gave the reactions 
of Type E, whereas that received in July 1952 was found to be 
resistant to all the adapted typing phage preparations. Later, 
in 1954, an adaptation of Vi-phage II Type A was carried out. 
The new phage preparation lysed strain Ty 563 and also the 
type strains of Types E, and 29 (see Tables I and IJ). The four 
cultures that had been isolated from this carrier in the interval 
between September 1951 and July 1952 were then examined for 
the first time and all were found to belong to Type E,. 

It is rather remarkable that the more specific Type E, was 
found in the later specimen. The two facts, 1. e. that the phage 
preparation adapted to Type E, also lyses Type E,, and that the 
new type was found in the chronic carrier in association with 
Type E,, are almost certainly related. The relationship between 
Type E, and Type 29, the other type lysed by the new adapted 
preparation, will be discussed in connection with the lysogenic 
properties of Type E,. 

Tables I and II show the reactions of the various subtypes of 
Group E, and of a number of rela‘ed Vi-phage types, to routine 
test dilutions of the corresponding adapted phage preparations. 
The reactions shown in the tables are those recorded after 7 hr. 
incubation at 38°5 C. Reactions consisting of a few plaques, or 
of micro-plaques, observed on second reading after incubation 
for further 12 hours, are not recorded in the tables. 

The Type E, strain and the phage preparations E, and E, 
employed in the tests were those distributed by Dr. Desranleau 
to members of the Subcommittee in 1954. On the other hand, 
Desranleau’s original type strain of Type E, could not be used 
in these experiments, because the cultures were found to be 
completely « degraded » and gave the reactions of Type E,. As 
early as 1950 Desranleau had noted that his Type E, cultures 
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had acquired a certain affinity for phages E, and E, and he 
concluded that this indicated that Type E, was being transformed 
into Type E, (Desranleau and Martin, 1950 [44)). 

Since the standardized typing scheme is based primarily on 
the stability of the adapted phage preparations, which, for prac- 
tical purposes, is almost indefinite, the possibility of identifying 
Type E, strains was not lost. Fortunately, Dr. Nicolle reported 
that he had identified a number of strains of Type E, among 
cultures he had received from Saigon, Germany and the Belgian 
Congo. Dr. Nicolle very kindly put at my disposal cultures of 
three Type E, strains from Saigon and, as Tables I and I show, 
it was thus possible to reproduce the reactions and cross-reactions 
of Types E, and E, exactly as they were originally described by 
Desranleau (1947) [9]. 

It will be seen from the ‘ables that all the typing phage prepa- 
rations, except one, were employed only in one concentration, 
i.e. the routine test dilution. The exception is phage A which, 
in addition, was applied also in a concentration 20 times that 
used as the routine test dilution. This procedure, recommended 
by Felix and Anderson (1951 a) [14], 1s a most helpful safeguard 
against the use of « degraded » or « degrading » cultures, which 
may lead to false positive cross-reactions being recorded with 
some of the heterologous phage preparations. 


LysoGENtc PROPERTIES OF Type E,. 


Craigie (1942 [5], 1946 [6}) found that typhoid strains of 
Type D,, and many of the untypable strains, carried phages 
which he called « latent » phages. He was able to transform 
Type A into Type D, by treating Type A bacteria with the latent 
phage extracted from Type D,. Craigie did not follow up these 
important observations and did not extend them. 

More recently the relationships between different phage types of 
Salm. typhi and Salm. paratyphi B and the lysogenic properties 
of the organisms have been studied by a number of workers. 
Scholtens (1950 b) [24] first observed a partial relationship 
between the phage types of Salm. paratyphi B in the typing 
scheme of Felix and Callow (1943 [46], 1951 [47]) and the charac- 
teristics of the phages they produce spontaneously. About the 
same time Nicolle et al. (1951) [24], Hamon and Nicolle (1951) [18] 
and Nicolle and Hamon (1951) [20] demonstrated in different 
phage types of Salm. paratyphi B latent phages that are « type- 
determinant » and others that are « indifferent » (i. e. non-type- 
determinant), Felix and Callow (1951) [47] reported similar 
results correlating observations on « natural » and « adapted » 
phages of Salm. paratyphi B. Boyd’s (1950) [2 bis] investigation 
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of the bacteriophages characteristic of different strains of Salm. 
typhi-murium may also be mentioned in this connection. 

An extensive study of the lysogenicity of Salm. typhi was made 
by Felix and Anderson (1951 b) [45] and Anderson and Felix 
(1953) [2]. They found that twelve of the thirty different Vi-phage 
types they examined produced latent phages. By cross-neutra- 
lization tests these phages were subdivided into four serological 
groups. Nine of the latent phages were shown to have type- 
transforming properties, with the remaining three phages such 
effects could not be demonstrated. 

None of the Type E, cultures examined could be shown to be 
lysogenic. On the other hand, in broth cultures of Type E, 
(strain Ty 563) the presence of a spontaneously produced 
« natural » phage (2) could be readily demonstrated. The phage 
could be separated from the bacteria by treating the broth culture 
with chloroform. Following the terminology adopted by Felix 
and Anderson (1951 b) [45] the phage was labelled e,. 

Phage e, is an O phage since it lyses the classical Vi-negative 
strain O 901 and also O forms as well as OVi forms of the 
original Type A strain and of other strains of Type A. The 
O forms were obtained by treating the corresponding OVi forms 
with a Vi bacteriophage, a procedure employed in earlier work 
(Scholtens, 1937 [22)). 

In cross-neutralization tests with antisera against the known 
natural phages of Salm. typhi described by Felix and Anderson 
(1951 b) [45] and Anderson and Felix (1953) [2], phage e, was 
found to belong to the group comprising phages d,, f,, 29’ and 
30’. (A number of anti-phage sera was kindly put at my disposal 
by Dr. Felix.) The plaques produced by phage e, were small and 
punctate, and its lytic spectrum on the known typhoid Vi-phage 
types was also similar to that described for the above group of 
phages. 

Phage e, transforms Type A into Type 29. A 24 hr. broth 
culture of strain Ty 563 was fillered through a Chamberland 
filter and 10 ml of the filtrate was added to 50 ml of broth and 
seeded with a drop of a fresh broth culture of the type strain »f 
Type A. After incubation for 2 x 24 hr. the cullure was plated, 
eight separate colonies were selected for examination and _ all 
were found to give the phage reactions of Type 29. A similar 


(2) It was pointed out in a previous paper that the relationship 
between lysogenicity and « phage type » of the bacterium provides 
« an indispensable link in a chain of evidence for an endogenic 
origin of bacteriophage » (Scholtens, 1952 [25]). The term « natural » 
phages, introduced by Felix, seems therefore to be appropriate because 
it indicates their, place in the genetic make-up of the bacterium. 
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experiment, wherein 1 ml of chloroform-killed broth culture of 
strain Ty 563 was used instead of a filtrate, gave the same result. 
Further transformation experiments were carried out with another 
strain of Type A that had been recently isolated in Holland 
(strain Ty 4164). Twelve of the sixteen colonies examined in this 
experiment were Type 29, the remaining four were unchanged 
Type A. The cultures of the artificial Type 29 were lysogenic. 
Those derived from the original Type A strain produced broth 
cultures richer in natural phage than those derived from the 
locally isolated Type A strain Ty 4164. 

Attempts were made to transform Type E, into Type E, by 
treatment with phage e,. These attempts have failed so far, but 
from mixed cultures of the type strains of Type E, and Type 29, 
that had been incubated for seven days at 38°5 C, numerous 
colonies were isolated that reacted with the adapted Vi-typing 
phages as Type E,. However, when examined with a set of 
unadapted Vi phages, described as the « Utrecht system » and 
routinely employed in phage typing in the Netherlands (Scholtens, 
1950 a, [28}), differences were found. ‘The artificially produced 
E, (29’) cultures were sensitive to several of the phages of the 
Utrecht system, whereas the naturally occurring Type E,, was 
almost entirely refractory. 

Because of the close similarity between phage e, and the group 
of natural phages comprising d,, f,, 29’ and 30’, it was thought 
possible that Type E, might be identical with, or similar to, the 
artificial « new subtype of the E group » described by Felix and 
Anderson (1951 b) [45] and Anderson and Felix (1953) [2], that 
had been produced by treating Type E, bacteria with phage f,. 
As soon as the findings reported in the present paper were 
communicated to the members of the Subcomittee, Dr. E. 8S. 
Anderson distributed subcultures of that strain, labelled E, (f,), 
and a corresponding adapted phage preparation. A comparison 
of strains E, and FE, (f,) showed that the latter reacted in the same 
way as the artificial type E, (29°). Analogous differences between 
strains E, (f,) and E, cou'd be shown in tests with Craigie’s 
unadapted Vi phages I, HI and IV and also with the polyvalent 
Salmonella O phage of Felix and Callow (1948) [16] that is 
employed in the routine typing of Salm. typhi and Salm. para- 
typhi B. A detailed comparison of the two phage preparations 
adapted to strains E, and E, (f,), respectively, has not yet been 
carried out. } 


Discussion. 
Tables I and II have been arranged to show two alternative 


groupings of the extended Vi-type Group E and of a number of 
other Vi-phage types that form the subject of the investigations 
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of the First Subcommittee on Salm. typhi of the International 
Committee for Enteric Phage Typing. 

It can be seen from the tables that Type E, belongs to 
Group E as well as to another group which is based on Type 29. 
It is tempting to explain this from the point of view of the 
complexity of the specificity of Vi-phage types described by 
Felix and Anderson (1951) [45] and Anderson and Felix (1953) [2], 
who showed that one of the specificity factors of the bacteria is 
associated with the presence of natural phage. The hypothesis 
can be accepted that Type E, possesses two specificity factors, 
a factor (E) and a factor (29). It is clear that the specificity 
factor (29) is closely associated with the natural phage carried 
by Type E,, which is serologically similar to the natural phages 
found in Types 29, 30, D, and F,. Anderson (1955) [4] published 
recently a more elaborate version of the earlier findings of Felix 
and Anderson (1951) [415] and Anderson and Felix (1958) [2], and 
he suggested that Vi-phage IT acquires in the process of adaptation 
affinities meeting both specificity factors. 

The fact that it has been possible, up to the present, to produce 
artificial new strains that are only similar to, but not identical 
with the naturally occurring Type E,, may be due to one of 
several reasons : 

1° The natural phages f, and 29’, with which the transforma- 
tions of Type E, were performed, may differ from phage e, in 
spite of the apparent similarity in antigenic properties and 
in their lytic spectrum. 

2° The original type strain of Type E, may differ in some 
respects from the Type E, strain that has been isolated from the 
carrier harbouring the Type E, bacteria. Quite recently Brandis 
(1955) [8} has shown that Type E, strains can be subdivided into 
two subtypes, one of which (subtype E, a) is sensitive to a parti- 
cular unadapted Vi phage, while the other is completely resistant 
to it (subtype E, b). 

3° When a strain is made lysogenic with a given phage, the 
phage produced by the newly formed lysogenic strain may be 
different from the phage introduced into the culture. This ts 
what happens in mixed cultures of different types of Salm. para- 
typhi B (Scholtens, 1952 [25] ; 1955 [26}) and, by analogy, a similar 
change may be assumed to occur in Salm. typhi. 

It is now generally recognised that the studies of the natural 
phages form an integral part of the work on the elucidation of 
the lytic reactions produced by the typing phage preparations 
that are employed in any typing scheme. On the other hand it 
is evident that, because of the technical difficulties in identifying 
latent natural phages, a typing scheme suitable for routine pur- 
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poses should be based preferably on the lytic reactions produced 
with a set of typing phage preparations. 

In a memorandum to the Subcommittee, dated August 1954, 
Dr. E. S. Anderson suggested that the present system of desi- 
gnating the Vi-phage types be changed and the present typing 
scheme be re-drafted on the basis of the results of recent work 
on latent natural phages. In my view there is no reason why 
this should be done. The generally accepted typing scheme is 
based on a biological principle which has been applied consis- 
tently and rigourously. It therefore works perfectly well and 
the routine examination of strains of Salm. typhi gives satis- 
factory results in all the countries where the method is being 
employed. The study of lysogenicity has neither influenced the 
grouping of strains already typable with the adapted prepara- 
tions, nor given a systematic grouping of all the types or most 
of the types of the system. Lysogenicity is found only in the 
smaller number of the types. Any change in the nomenclature 
presents difficulties to the laboratory worker as well as to the 
medical authorities concerned and tends to undermine their confi- 
dence. A change in the designation of Vi phage types, if made 
at all, should be final and therefore should be postponed as long 
as possible. At present it would be premature. 

Table Il may serve as a demonstration of the case against 
prematurely altering the present internationally agreed typing 
scheme. All the types in group 29 are known to possess closeiy 
related natural phages ; only one of the types allotted in table II 
to group E has so far yielded a natural phage. The two pairs 
of types or subtypes i.e. 32 and E;, and 26 and 81 also differ 
from each other in the same way ; types 26 and 81 produce the 
same natural phage (Anderson, 1955 |4]) whereas no phage has 
yet been demonstrated in types 32 and E,. 

It is suggested that the grouping of the two new subtypes E, 
and E, should follow that shown in Table I, that is, accordine 
to the standard technique of Craigie and Felix. i 


SUMMARY AND CONCLUSIONS. 


1° As a result of co-ordinated investigations by members of 
one of the Subcommittees of the International Committee for 
Enteric Phage Typing an extension of the Vi-type Group E of 
Salm. lyphi has been obtained. 

2° Two new subtypes have been identified in the Netherlands. 
and their relationship to other subtypes of Group’E has been 
described. 

3° From one of the new subtypes (E,) a latent natural phage. 
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has been isolated. Attempts to isolate a natural phage from the 
other subtype (E;) have so far failed. 

4° The natural phage of Type E, has been labelled e,, accor- 
ding to the terminology adopted by Felix and Anderson, and its 
relationship to the known natural phages of other typhoid Vi 
types has been investigated. Phage e, was found to be serolo- 
gically related to phages d,, f,, 29’ and 30’. 

5° An alternative grouping of the two new subtypes has been 
discussed and it is emphasized that the generally accepted typing 
scheme based on the standard technique of Craigie and Felix 
should be adhered to, in order to avoid confusion. 


R&eSUME. 


1° Les recherches des membres de l’un des sous-comités du 
Comité International pour la Lysotypie des bacilles entériques ont 
abouli a une extension du groupe E des types Vi de S. typhi. 

2° Deux types nouveaux ont été identifiés dans les Pays-Bas 
et leurs rapports avec les autres sous-types du groupe E sont 
décrits. 

3° Dans lun des nouveaux sous-types (E,), un phage latent 
naturel a été isolé. Les tentatives disolement d’un phage naturel 
a partir d’un autre sous-type (E;) ont jusqu’ici été infructueuses. 

4° Le phage latent naturel du type E, a été appelé e,, suivant 
la terminologie adoplée par Felix et Anderson, et ses rapports 
avec les phages latents naturels connus des types Vi ont été 
recherchés. Le phage e, a été trouvé séro!ogiquement apparenté 
aux phages d,, f,, 29’ et 30’. 

La classification des nouveaux sous-types est discutée et l’on 
estime qu’il y a leu de s’en tenir au schéma de lysotypie géné- 
ralement admis, basé sur la technique standard de Craigie et 
Felix, pour éviler des confusions. 
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ISOLEMENT DU BACILLE DE WHITMORE 
A PARTIR DU MILIEU EXTERIEUR 


par L. CHAMBON (*). 


(Institut Pasteur de Saigon) 


L’épidémiologie de la mélioidose postule la conservation de 
Malleomyces pseudomallei dans le milieu extérieur. 

En effet, la contagion directe a partir d’étres humains ou d’ani- 
maux infectés n’existe pratiquement pas. Par contre, la maladie 
apparait dans de nombreuses observations comme la conséquence 
d’une souillure de la peau excoriée ou des muqueuses par des 
eaux stagnantes ou de la boue. C’est le cas notamment au cours 
de parties de chasse (A. Vielle et coll. [4] ; J. Mesnard et coll. [2]) 
ou d’accidents d’automobile (E. Marque et J. Raynal [8] ; Lemoine 
et Hasle [4]; Ragiot et Delbove {5]). La guerre a multiplié de 
telles observations parmi les soldats du corps expéditionnaire 
d’Extréme-Orient : des formes pulmonaires sont apparues a la 
suite d’immersions dans des riziéres, des formes septicémiques 
ou localisées aprés souillure de plaies par l’eau et la boue des 
mares ; Fournier [6] signale une méningite a bacille de Whit- 
more qui s’est déclarée aprés l’ablation d’une esquille osseuse 
cranienne due a un éclat de mine. 

Le bacille de Whitmore, germe mésotrophe (Lévine et coll. [7] ; 
Chambon et. Lajudie [8]}), susceptible de cultiver dans l’eau de 
robinet stérile maintenue a 30° (Miller et coll. [9]) et que Vaucel [40) 
a isolé in vivo de ’eau d’une mare en y immergeant des cobayes 
aux flancs scarifiés, n’a cependant jamais été décelé dans la 
nature par culture directe. Certains auteurs en inférent qu’il ne s’y 
trouve pas; du moins pas sous sa forme pathogéne. Pour ces 
auteurs, traumatismes et submersions n’auraient qu’un réle de 
cause favorisante, amoindrissant la résistance de l’organisme et 
le rendant plus vulnérable 4 une infection latente. 

Une certaine tendance, représentée par Pons [44], Broquet [42], 
Toullec et Huard [43], Alain et Delbove [44], Delbove et 


(*) Manuscrit recu le 25 avril 1955. 
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Reynes [45], est d’admettre l’existence dans la nature d’une 
forme non pathogéne, qui ne serait autre que ce bacille pyocya- 
nique a partir duquel une mutation (?) produirait le bacille de 
Whitmore. 

Nous apportons aujourd’hui la preuve que le bacille de 
Whitmore existe bel et bien dans la nature sous sa forme patho- 
gene et qu’il est loin d’étre exceptionnel dans les eaux stagnantes 
au Sud-Vietnam. De longues recherches préalables appliquées 
aux milieux et techniques d’isolement ont rendu possible cette 
démonstration. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. 


A. Mixreux p’1soLemEent. — Nous avons été guidé dans le choix 
des milieux d’isolement par un double souci : 

1° Obtenir une croissance suffisante du bacille de Whitmore, 
sous forme de colonies facilement reconnaissables sur les milieux 
solides ; 

2° Inhiber la croissance des germes qui constituent la flore 
aérobie dominante des prélévements de terre et d’eau, c’est-a-dire, 
Aerobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, les germes des 
genres Achromobacter, Bacillus et Sarcina. 

Aprés de nombreux essais avec des milieux synthétiques addi- 
tionnés ou non d’antiseptiques tels que l’acide phénique ou d’anti- 
biotiques tels que la pénicilline ou la streptomycine et aprés com- 
paraison avec des milieux classiques comme le milieu EMB, 
proposé par Miller (loc. cit.), ou la gélose de Teague-Levine, 
nous avons adopté les milieux suivants : 

1° Milieu liquide. — Milieu de Levine (loc. cit.) au lactate 
d’ammonium qui répond a la formule 

0,06 M acide lactique, 0,10M K,PO,, 0,0005 M Mg++ (sous 
forme de SO,Mg), 0,0000025 M Fet+t+ (sous forme de SO,Mg) 
et une quantité suffisante de NaOH pour amener le pH initial 
‘a 6,5. 

Il assure une bonne croissance de Malleomyces pseudo-mallei, 
mais il est peu inhibiteur pour les autres germes d'origine tellu- 
rique et hydrique, en particulier pour Aerobacter aerogenes. 

2° Milieux solides. — Gélose LBME : 


Lactose 2h). Mea 0, SRE: 0” eee 40 ¢ 
Eosinie gc 4 ah aaeuiecees., Gb. eee sh eceerar Aa 0,4 ¢ 
Bleude meth yleiept:. scckecuecty di cicero: a Sel mca iene aa 0,065 g 
GElOSO: co: cg kegs ontemact cniae Ae Ee ttc oe re 45 ¢ 


Pour 1 000 ml de milieu de Levine 


Sur ce milieu, coulé en boite de Petri & raison de 15 ml par 
boite, les colonies de bacille de Whitmore sont petites, claires, 
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peu apparentes aprés vingt-quatre heures de culture; plus 
grosses, blanchatres, opaques, en général d’aspect rough aprés 
quarante-huit heures; on les différencie nettement des colonies 
de bacilles pyocyaniques dont le centre est acuminé et les bords 
minces et irréguliers, mais on les confond aisément avec certaines 
colonies peu développées d’Aerobacter aerogenes et surtout avec 
les colonies d’Achromobacter. 

Milieu de Mac Conkey : il constitue un excellent milieu d’iso- 
lement pour le bacille de Whitmore qui se développe, aprés 
vingt-quatre heures d’étuve A 37°, sous forme de colonies rondes, 
bombées, réguliéres, petites et transparentes ou plus grosses et 
opaques. On les différencie cependant difficilement de certaines 
petites colonies d’Aerobacter aerogenes et d’Achromobacter. 

Sur tous ces milieux, V’inhibition des cocci gram+ et des 
Bacillus est absolue. 


B, Antmaux. — Nous avons choisi le cobaye qui est |’animal le 
plus sensible. 


C. TECHNIQUE D’IsoLEMENT. —- Pour les prélévements de terre 
et de boue, 5 g environ de chaque échantillon sont ensemencés 
dans un ballon contenant 150 ml de milieu synthétique liquide 
de Levine. 

Pour l’eau, nous avons procédé de la facgon suivante : 4 1 1 
d’eau prélevé dans une boite de Roux on ajoute 20 ml de gel 
d’alumine préalablement stérilisé a 110° pendant quinze minutes ; 
aprés agitation, puis décantation, le surnageant est siphoné en 
laissant 50 ml de liquide de fond mélangé au gel. Ces 50 ml sont 
incorporés 4 150 ml de milieu de Levine contenu dans un ballon. 

Les ballons sont maintenus a |’étuve a 37° pendant quarante- 
huit heures. Aprés vingt-quatre et quarante-huit heures de culture, 
on fait un isolement sur gélose LBME et sur milieu de 
Mac Conkey. Les colonies suspectes, repérées aprés vingt-quatre 
heures et quarante-huit heures d’incubation 4 37°, sont ense- 
mencées en bouillon nutritif. L’identification des cultures pures 
ainsi obtenues, agglutinées par un sérum  anti-Malleomyces 
pseudomallei, est poursuivie par l’étude de leurs caractéres 
biochimiques et de leur pouvoir pathogéne pour le cobaye. 

Pour chaque prélévement, 1 ml de la culture de quarante-huit 
heures en milieu liquide de Levine est inoculé au cobaye par 
voie sous-cutanée. Les cobayes sont isolés et mis en observation 
pendant quinze jours avant et aprés cette inoculation. En cas 
de mort, on pratique un examen anatomo-pathologique des gan- 
glions hypertrophiés, de la rate, du foie, des reins, des capsules 
surrénales et des poumons. Le sang du coeur est ensemencé en 
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bouillon nutritif et le pus des abcés sur gélose LBME et sur 
milieu de Mac Conkey en vue de l’isolement de Malleomyces 
pseudomallei. 

L’ensemble de ces opérations peut se rapporter schématique- 
ment suivant la figure 1. 


Echantillons 
de terre, de boue et d'eau 


Culture primaire en M. de LEVINE 


Isolement Isolement Inoculation au 
sur L.B.M.E. sur Mac Conkey Cobaye 


(tani ae ncaa 


+ 
repiquage des colonies Culture sang du coeur 
suspectes et pus des abces 


Aa ase ah teceteBis ens 


Identification 
(agglutination, pouvoir pathogéne, biochimie) 


Fic. 1. 


R&ESULTATS. 


Les résultats obtenus sont indiqués dans le tableau 1. 

En V’absence de toute subdivision sérologique de _ lespéce 
M. pseudomallei, nous considérons comme trois souches distinctes 
les souches 1436, 1437 et 1438 isolées a partir d’un méme pré- 
lévement. 

Les lésions histologiquement constatées chez les cobayes 
positifs sont fortement évocatrices de mélioidose. L’un d’eux ne 
présenta, en dehors d’un micro-abeés para-ganglionnaire, que 
des lésions fortement congestives, riches en polynucléaires, 
signant une septicémie. Pour les autres, au contraire, la plupart 
des organes, la rate, le foie et le pancréas en particulier, héber- 
geaient des abcés de taille variable. Le type de ces abcés, avec 
leur couronne dense de polynucléaires altérés et leur centre a 
nécrose grumeleuse, se retrouve constamment dans Ja mélioidose 
humaine et dans la mélioidose animale expérimentale. 

Les sept souches isolées dans cing prélévements positifs pré- 
sentent les caractéres biochimiques de Malleomyces pseudo- 
mallet ; elles sont agglutinées par un sérum anti-Whitmore, pré- 
paré avec une suspension formolée de la souche de la collec- 
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tion C 141, au titre de ce sérum ; elles sont pathogénes pour le 
cobaye, le lapin et la souris et produisent chez ces animaux les 
lésions caractéristiques. 

Elles proviennent toutes de l’eau et de la boue des mares ou de 
Peau de rizi¢res. Nous n’avons pas isolé le bacille de Whitmore 
dans le sol ni dans Peau courante des arroyos. Ce germe a donc 
une prédilection pour les eaux stagnantes. 


TasLeAu I. 


N° des sou- | Mode dtisol 
PRELEVEMENT ode d'isolement 
z ches de B.de | final a partir de 


NATURE NOMBRE |posiTiFrs | Whitmore la culture primaire 
isolées 


TERRE 
Parcs et jardins.. 20 0 
Berges d'arroyos.. 15 (@) 
Boue de riziéres.. 20 (e) 
_Boue de mares..... 25 ab N° 54-1.227 Inoculation au 
cobaye. 
EAU 
RZ eS) lel cleteistaieiss ay N° 54-1.408 | Inoculat.au cobaye 
aw N° 54-1.412 Inoculat.au cobaye 
(Ne 54-1.436 | M.de Mac Conkey 
Malay oveveleih ate se ip (N° 54-1.438 M.de Mac Conkey 
(N° 54-1.437 Inoculat.au cobaye 
1 N° 54-1.435 | Inoculat.au cobaye 
wisieieaye 0) 


M.de Mac Conkey: 2 
siotelataleie 5 7 souches Gélose LBME CaO) 
Inoculat.au Cob. 3 5 


Discussion. 


Le petit nombre de résultats positifs obtenus par isolement sur 
milieux solides par rapport aux inoculations au cobaye s’explique 
aisément. Le milieu synthétique de Levine est peu inhibiteur pour 
Aerobacter aerogenes et les Achromobacter dont beaucoup de 
colonies, faiblement développées, sont semblables a celles du 
bacille de Whitmore. Aprés isolement sur gélose LBME et 
milieu de Mae Conkey, leur dimension est souvent trop faible 
pour pouvoir faire une agglutination et un ensemencement a 
partir d’une méme colonie ; les chances d’isolement de Malleo- 
myces pseudomallei s’en trouvent diminuées, le nombre de 
colonies prélevées étant forcément restreint. Le test des oxydases, 
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positif pour le bacille de Whitmore d’aprés Miller (loc. cit.), 
permettrait sans doute une différenciation plus aisée. 

L’isolement a partir d’un méme prélévement de deux souches 
de bacille de Whitmore sur milieu de Mac Conkey et d’une souche 
par inoculation au cobaye apporte la preuve que les cobayes 
positifs n’étaient pas atteints d’une mélioidose spontanée latente 
extériorisée par le traumatisme de ]’injection. 

L’application stricte de la technique utilisée ne permet d’isoler 
que des bacilles de Whitmore répondant aux critéres d’identifi- 
cation classiques, c’est-a-dire appartenant au seul type sérolo- 
gique connu et pathogéne pour le cobaye. La question reste 
entiére de savoir s’il n’existe pas des souches saprophytes dont 
certaines pourraient représenter d’autres types sérologiques. 
C’est pourquoi nous poursuivons l'étude de plusieurs souches 
non pathogénes pour le cobaye dont les unes sont agglutinées par 
un sérum anti-Whitmore C 141 et les autres, non agglutinées par 
ce sérum, présentent les caractéres biochimiques de Malleomyces 
pseudomallei. 


CoNCLUSION. 


L’habitat du bacille de Whitmore est constitué par le milieu 
extérieur, en particulier la boue et l’eau stagnante des mares et 
des riziéres, d’oti on peut lisoler par des techniques appropriées. 

Ce fait est en accord avec le métabolisme du germe et les 
caractéres épidémiologiques de la mélioidose humaine. 

Il reste 4 préciser si, comme pour Klebsiella pneumoniae par 
exemple, il n’existe pas des souches de Malleomyces pseudo- 
mallet saprophytes appartenant ou non au méme_ groupe séro- 
logique. 
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L'ACTION /W V/TRO DE L'ISONICOTHYDRAZONE 
DE LA METASULFOBENZALDEHYDE (605 G) 
SUR QUELQUES SOUCHES DE BACILLES TUBERCULEUX 


par A. LUTZ et Mz=* M.-A. WITZ (°*). 


(Laboratoire Départemental de Bactériologie, Strasbourg. 
[Directeur : D* A. Lutz].) 


Nous rapportons ici les résultats de notre expérimentation in 
vitro sur les propriétés bactériostatiques et bactéricides de l’iso- 
nicothydrazone de la métasulfobenzaldéhyde (605 G) [comparati- 
vement a VINH] sur des souches de bacilles tuberculeux 
humains et bovins. Cet isomére, qui présente certains avantages 
sur ses deux isoméres de. position ortho et parasulfo, a été choisi 
par A, Girard parmi les trés nombreuses hydrazones de V hydrazide 
isonicolinique pour son indice chimiothérapique exceptionnelle- 
ment élevé. 

Nous avons employé dans cette étude le sel de sodium, qui 
renferme 4 molécules d’eau de cristallisation et qui renferme dans 
la constitution de sa molécule 34,3 p. 100 @INH. Sa_ tolérance 
remarquable permet administration de doses correspondantes 
WINIL plus de cing fois plus élevées. En voici la formule : 

vi asin aa 


fs VN 

Noe \_/S03Na_ 411,0 
N 
A. — BAcTERIOSTASE- 


Nous avons employé dans cette étude la méthode des dilutions 
en milieu de Dubos au Tween-albumine. L’ensemencement a été 
fait d’une fagon aussi uniforme que possible, & savoir : approxi- 
mativement 0,01 mg de bacilles par tube de 5 em’ de milieu. 

? ft ee aad: ’ bt 
L’addition d’INH et du « 605 G », tous deux agents spécifique- 
ment antituberculeux, a été faite sous forme de solutions stériles 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 mai 1955. 
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et sous le plus petit volume possible. Les lectures ont été faites 
aprés dix jours d’étuvage a 37°. 


I. AcTION SUR DES SOUCHES DE BACILLES TUBERCULEUX DU TYPE 
« HUMAIN ». — 61 souches de bacilles tuberculeux humains, dont 
20 provenaient de malades n’ayant pas recu d’antibiotique, 12 de 
malades traités uniquement a la streptomycine avant lére de 
VINH et 29 de malades traités de facons diverses. 

Voici les résultats obtenus dans les divers cas : 

1° Souches isolées de produits pathologiques de malades avant 
toute thérapeutique antituberculeuse. 

Des 20 souches testées, 7 provenaient de tubages gastriques et 
13 de crachats. La répartition des concentrations minima inhibi- 
trices est exposée dans le tableau I. 


Tasieau I. 
9.1. pe/ml « 605 G» INH STREPTOMYCINE 
0,01 —0,05 5 42 
0.06 —0,1 3 3 f 
=) 0.1e—A 44 5 16 
S41 —5 
ao — 10 
> 10 —50 
> 50 4 4 


Mise a part une souche isolée avant la connaissance de l’INH, 
qui représente un exemple de résistance croisée primitive, la 
concentration bactériostalique maxima dans les conditions de 
notre étude a été 0,5 ng/ml pour VINH et le « 605G ». 

Si Pon considére que le seuil de résistance pour l’INH est 
de 1 pg/ml et celui de Visonicothydrazone étudiée de 10 pg/ml au 
minimum, on peut conclure que sur 19 souches trés_ sensibles 
au « 605 G », 14 seulement sont trés sensibles a l’INH. 

2° Souches streptomycino-résistantes, provenant de malades 
traités uniquement a la streptomycine. 

Des 12 souches titrées, isolées avant Vutilisation de lINH, 
6 proviennent de crachats et 6 de liquides pleuraux. Toutes 
résistent & plus de 100 ug/ml de streptomycine. Les résultats 
obtenus sont consignés dans le tableau II. 

Ces souches sont toutes trés sensibles & lisoniazide et au 
« sulfoniazide ». 

3° Souches isolées récemment de malades atteints de tuber- 
culose grave, ayant recu, sauf dans deux cas, des traitements 
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TasLeAu II. 


C.M.1. pg/ml « 605 G » 


de substances 


multiples et, en particulier, des associations variées de strepto- 
mycine ou de dihydrostreptomycine, d’INH et de PAS. 

Voici leur provenance: crachats, 27; liquide céphalo-rachi- 
dien, 1; urine, 1. 

Les résultats sont consignés dans le tableau III. 


TasLeAu III. 


C.M.1. yg/ml « 605 G » INH STREPTOMYCINE 


de substances 


Ce tableau montre une assez grande dispersion des taux bacté- 
riostatiques. Sur les 29 souches, 11 résistent 4 ’INH, tandis que 
7 seulement d’entre elles résistent au « 605 G ». Ainsi le « suifo- 
niazide » est encore actif sur un certain nombre de souches, qui 
résistent déja & VINH et permet d’augmenter sa zone d’activité. 
Le seuil de résistance est de ce fait repoussé d’une facon appré- 
ciable. 

Signalons enfin, qu’aprés plusieurs repiquages les souches 
résistantes aux deux substances poussent trés mal sur milieux de 
Loewenstein ou A. T. P. 

Par ailleurs, étude comparative des taux d’inhibition nous a 
permis de mettre en évidence que, dans les conditions ow nous 
nous sommes placés : 

a) 7 souches sur 61 nécessitent moins de « 605 G » que d’INH 
pour leur inhibition, Les résultats obtenus sont consignés dans 
le tableau IV. 


b) 5 souches sont bactériostasées par des quantités égales 
d’INH et de « 605G »,. 
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TasLeau IV. 


SOUCHE PROVENANCE 


8413. 
463 


a, my, © Welades 
43783... Tenlptientesonton toate fomembraités 


13814 . 


| Ay gas one, Oey Ss sere: malades 
* scene Cae See traités 
\ 


c) La majorité des autres souches nécessite environ trois fois 
plus de « 605G » que VINH, dont il ne renferme qu’un tiers 
dans sa molécule. 


II. AcTION SUR DES SOUCHES DE BACILLES TUBERCULEUX DU TYPE 
« BovIN ». — Nous avons étudié la sensibilité de deux souches, 4 
savoir : « Ravenel » et « Vallé », 4 VINH et au « 605G ». Ces 
deux souches sont moins sensibles que les souches du « type 
humain » isolées avant usage de INH (tableau V). 


Tasteau V. — C.M.I. g/ml. 


SOUCHE STREPTOMYCINE INH «605 G» 


Ravenel. . . 0,4 
Vallée . CRM ee 4 


Be BAcTERICIDIES 


Pour étudier les propriétés bactéricides comparées du « 605 G » 
et de INH, nous avons cherché a obtenir des cultures a partir 
des tubes ou, aprés dix jours d’étuve, l’inhibilion semblait 
totale. Nous avons ensemencé sur milieu de Loewenstein-Jensen 
d’une part V gouttes de milieux de Dubos correspondant aux 
diverses dilutions des gammes d’INH et de « 605G », et d’autre 
part V gouttes du milieu neuf de Dubos ajouté (& volume égal 
au décantat) au culot centrifugé et aprés suspension aussi homo- 
gene que possible. 

Ces recherches ont mis en évidence aprés examen des cultures 
aux vingtiéme, quaranlicme et soixantiéme jours aprés lense- 
mencement : 

a) Une hétérogénéité d’un certain nombre d’éléments de la 
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population bactérienne des souches quant a leur sensibilité 
au « 605 G » et a ’ INH, en proportion variable selon qu'il s’agit 
de souches isolées de malades traités ou non a INH. 


Tasieau VI. 


Taux correspondant a ray ots gamme des milieux de Dubos 
en /Ueg- 


ee EE 
ae as 4cO= 
a ees ae 
S vase 4caloj 
ase 


Souches 
Streptomy: 

cino 
résistan- 


tes 


stase Cco= 
571 +++ | +++ +++] +4 +e ++ + Mon ie a 
60 ase Tcolb) 
foe fowl [= Dele TET [> Belt — 
vase = 
eam a sed ad Oe 
40 Sfasejoco- | oco-] 
joure_soso] +m | sex | svr| ove [+ fimicd amte| — | - | | 
ase iLco— 
880 eo ee ee ee - 
40 tase 
ion [is ok SE 
ps alo cols Olof 
z lee 
a Te COLp 
= = ar 
+H | t+ ++ of t+ of ++ 4 


a) isoléeg 
avant 


traitement 


Souches 
Strep- 
tony— 
cino 


sensibles 


tomycine, 
PAS, INH. 


b) Des propriétés bactéricides résumées dans le tableau VI 
pour 12 souches comparativement a lV’INH. 
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Ce tableau montre que dans 5 cas sur 12 il y a_bactéricidie 
pour des taux de « 605G » correspondant 4 des concentrations 
atteintes dans l’organisme, alors que pour ces mémes_ souches 
ce n’est pas le cas pour VINH. Pour 3 souches il y a une 
bactéricidie partielle. 

i CONCLUSION. 


Ce travail montre que Visonicothydrazone de la métasulfo- 
benzaldéhyde, corps a indice chimiothérapique extrémement 
élevé, qui rend possible l’administration de doses correspondantes 
d’isoniazide au moins cing fois supérieures, posséde des pro- 
priétés bactériostatiques et bactéricides pour les souches strepto- 
mycino-sensibles et streptomycino-résistantes. 

L’étude de la bactériostase a montré que : 

a) Les taux d’inhibition sont trés faibles pour les souches 
isolées avant l’utilisation de ’INH ; 

b) Un certain nombre de souches nécessite moins de « 605 G » 
pour leur inhibition que d’INH ; 

c) Des souches isolées aprés traitement a4 INH seui ou associé 
i d’autres substances, qui peuvent étre considérées comme 
résistantes 4 ’ INH, répondent encore a l’action du « 605 G » du 
fait des grandes concentrations humorales obtenues. 

L’étude de la bactéricidie a mis en évidence : 

a) Que les basses concentrations d’INH et de « 605G » sont 
essentiellement bactériostatiques ; 

b) Ow il faut le plus souvent des concentrations d’INH_ plus 
élevées que celles obtenues couramment en clinique (1 a3 ug/cm*) 
pour obtenir une bactéricidie marquée. 

c) Que dans une proportion relativement importante des cas, 
les taux de « 605 G » nécessaires pour obtenir un effet bactéricide 
correspondent encore 4 des concentrations qui peuvent étre faci- 
lement obtenues en clinique, ce qui constitue un net avantage en 
faveur du « 605 G » sur VINH. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 2 Juin 1955. 


Présidence de M. PreEvor. 


COMMUNICATIONS 


CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA TOXINE CHOLERIQUE. 
INFLUENCE DE LA TEMPERATURE D’INCUBATION 
SUR LE POUVOIR TOXIGENE /W V/TRO 
DE V/8R/O CHOLERA (INABA) 


par J. GALLUT. 


(Unstitut Pasteur) 


Nous avons mis en évidence récemment, avec A. Jude [4], l’influence 
de la température d’incubation sur la toxinogénése in vitro de Vibrio 
cholerae Ogawa. Utilisant des vibrions cholériques, récemment isolés, 
de cette variété, nous avons constaté que leur pouvoir toxigéne varie 
en raison inverse de la température entre 18-20° et 41° : les toxines 
les plus actives sont obtenues lorsque la préparation est faite & 18-20°, 
les plus faibles 4 41°, les toxines préparées 4 37° ont une activité inter- 
médiaire. De nombreux titrages, il ressort que la toxine cholérique, 
élaborée par un méme nombre de vibrions, est en moyenne, A la tem- 
pérature usuelle de 37°, trois fois moins active qu’d 20° et cing fois 
plus active qu’a 41°. 

Depuis la parution de ce travail, nous avons vérifié ces faits & plu- 
siecurs reprises avec d’autres vibrions de ce méme type Ogawa. 

La présente note indique les résultats obtenus avec une souche de 
V. cholerae du type Inaba, n° 99/54 isolée le 23 octobre 1954 (1), 
conservée dans notre laboratoire 4 la température de 20°. 


(1) Nous sommes heureux de remercier ici M. le Dr M. L. Ahuja, Direc- 
leur du Central Research Institute de Kasauli (Inde), qui a eu l’amabilité 
de nous transmettre plusieurs souches récemment isolées. 
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Tecunigurs. — Nous avons suivi les mémes modalités de préparation 
de la toxine et de titrage biologique décrites précédemment [4]. 

Les temps d’incubation des toxines 4 41°, 37° et 20°, fonctions de 
Vhoraire de consommation du glucose, ont été respectivement de 
quatre heures, quatre heures et vingt-six heures. Les titrages ont été 
faits sur la souris blanche de 15 g. La DL,, et ses limites de confiance 
ont été calculées par la méthode de Bonét-Maury, Jude et Servant [2]. 


R&sutrats. — Le tableau I indique les résultats d’une de nos expé- 
riences : les DL,, des toxines élaborées & chaque température par un 
méme nombre de vibrions Inaba ont été respectivement de 0,0075 cm? 
a 20°, 0,023 a 37° et 0,35 a 41°. Les écarts entre les DL;, de chacune 
des trois températures sont statistiquement significatifs. 


Tasreau I. — Titrages de la toxine du vibrion cholérique Inaba 99/54. 


LIMITES DE CONFIANCE 

, TEMPERATURE TITRE DE LA TOXINE 
@incubation (en degrés) (DL50/cm3) 
Supérieures| Inférieures 


0,0075 0,004 
0,023 0,015 
0,35 : 0,17 2,8 


Discussion. — On _ voit que le pouvoir toxigeme du_ vibrion 
Inaba 99/54 varie trés nettement sous l’influence de la tempéra- 
ture et dans le méme sens que le pouvoir toxigéne des vibrions 
Ogawa précédemment étudiés. Par rapport 4 la toxine préparée a la 
température usuelle de 37°, la toxine préparée A 20° est environ trois 
fois plus active, tandis que la toxine préparée a 41° l’est quinze fois 
moins. 

Le comportement des deux types de V. cholerae est donc identique 
au point de vue de la toxinogénése in vitro. Toutefois, le type Inaba, 
si lon se référe au spécimen étudié, est en valeur absolue plus toxi- 
gene da 20° et A 37° que les vibrions Ogawa examinés précédemment. 
Ceci parait confirmer les données cliniques : le type Inaba est, en effet, 
le plus souvent responsable des formes épidémiques du choléra, ot 
sont observés les symptdmes les plus toxiques et la plus grande mor- 
talité, alors que le type Ogawa, surtout endémique, n’engendre géné- 
ralement que des syndromes cholériques d’évolution prolongée et de 
mortalité réduite. 

A la température d’incubation de 41° par contre, la toxine est du 
méme ordre pour les deux types et également basse. De cette obser- 
vation, ainsi que d’autres analogues faites sur des toxines élaborées 
par des souches de collection plus ou moins anciennes, il semble 
résulter que la toxicité résiduelle des vibrions cholériques, soit récents 
et incubés A 41°, soit anciens (plus d’un an de stockage) et incubés 
a 37° ou A 41°, est sensiblement la méme. Le vieillissement des souches 
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tout comme lincubation 4 41°, qui diminuent également le pouvoir 
toxigene de V. cholerae, leur laissent donc cependant une toxicité qui 
n'est pas absolument négligeable. 

En résumé, le pouvoir toxigéne du type Inaba de V. cholerae subit, 
sous l’influence de la température d’incubation, des variations iden- 
tiques a celles observées déja sur le type Ogawa : il est maximum a 20° 
et minimum A 41°, intermédiaire 4 37°. La souche Inaba étudiée s'est 
montrée nettement plus toxigéne que les souches précédentes du type 
Ogawa. 
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UN NOUVEAU TYPE DE F. COL/ 55: B5 (ANTIGENE H 32) 


par L. et S. Le MINOR, P. NICOLLE et A. L. OLITZKI. 


Unstitut Pasteur, Paris. 
Hebrew University de Jérusalem, Israél) 


Les trois souches de ce type que nous avons étudiées ont été 
isolées en Israél de selles d’enfants atteints de gastro-entérite. Deux 
d’entre elles (879 et 903) ont été isolées en 1953, une (2893) en 1954. 


PROPRIETES BIOCHIMIQUES. — Elles sont semblables pour les trois 
souches : 

Xylose, arabinose, adonitol, glucose, mannitol, sorbitol, lactose, mal- 
tose, tréhalose, salicine sont fermentés en un jour avec production de 
gaz en milieu glucosé, sauf pour une souche qui est agazogéne (903). 

Citrate de sodium (Simmons), D-tartrate de sodium (Kauffmann) 
négatifs. 

Ces souches ne possédent pas d’uréase, ne liquéfient pas la gélatine, 
ne produisent pas d’hydrogéne sulfuré. 

Les réactions de l’indole et celle du rouge de méthyle sont positives, 
celle de Voges-Proskauer négative. 


La réaction 4 Vacide p-phénylpropionique (d’Alessandro et Comes) est 
négative. 


PROPRIETES ANTIGENIQUES. — Ces trois souches sont agglutinées au 
méme titre que la souche homologue par le sérum anti-55 : B pré- 
paré avec la souche 1064 du Centre International des Entérobac- 
téries : O : 6400 B : 400. Elles saturent complétement les agghitinines O 
et B de ce sérum. - 

L’antigéne H a été recherché aprés entratnement de la mobilité par 
passages sur gélose molle en tube de Craigie. Les suspensions sont 
agglutinées par les sérums anti-H,, au 1/800, anti-H,, au 1/6400 et 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 245 


anti-H,, au 1/100. Aucune agglutination ne se produit dans les autres 
sérums anti-H. Tous ces sérums anti-H sont préparés avec les souches 
types du Centre International des Entérobactéries. Etonnés de ces 
coagglutinations entre H,, et H,,, nous avons titré la suspension de 
la souche type H,, dans du sérum anti-H,, et la suspension H,, dans 
du sérum anti-H,,. La suspension H,, est agglutinée au 1/1600 par le 
sérum anti-H,, (titre homologue 1/6400) et la suspension H,, au 1/3200 
dans le sérum H,, (titre homologue 1/25600). 

Nous avons saturé par nos souches le sérum H,, : les agglutinines H 
disparaissent totalement. Au contraire, nos souches ne peuvent saturer 
les agglutinines homologues du sérum anti-H,,. L’épreuve de satu- 
ration des agglutinines permet donc de confirmer que l’antigéne flagel- 
laire est H: 32. Cet antigéne flagellaire n’a pas jusqu’A présent été 
signalé chez les EL. coli de gastro-entérite du nourrisson. 


SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES. Les trois souches ont un spectre de 
sensibilité identique. Elles sont résistantes 4 la pénicilline, la bacitra- 
cine, l’érythromycine, sensibles 4 la terramycine, la néomycine, la 
framycétine, la tétracycline, trés sensibles a la streptomycine et au 
chloramphénicol. 


SENSIBILITE AUX BACTERIOPHAGES. — Les trois cultures en question 
donnent a la lysotypie des réactions voisines de celles qu’on observe 
avec le type Weiler (phages 10, 12, 14, 28, 32, 38, 42, 44 et 46), mais 
elles se distinguent de ce type par des réactions supplémentaires 
(phages 18 et 20). D’autre part, certaines des réactions du type Weiler 
peuvent manquer quelquefois, notamment celles du phage 28. Ces 
trois cultures d’Israél n’appartiennent donc pas au vrai type Weiler. 
Provisoirement, nous proposons de les grouper sous le nom de type 
Jérusalem. 

Signalons que si la lysotypie par les bactériophages permet d’iden- 
tifier rapidement les types sérologiques déja connus (et méme de diviser 
certains de ceux-ci en plusieurs types bactériophagiques), elle a aussi 
Vavantage, quand elle donne une « image anormale » de faire suspecter 
que l’on a affaire & un nouveau type antigénique. En plus des types 
nouveaux que nous avons déja publiés (111 : B, :21, 55 :B;:2 a réaction 
phénylpropionique positive, 55 :B, :11, 55:B, : 21) [4], elle nous a permis 
de suspecter d’autres nouveaux types antigéniques que nous avons 
ensuite déterminés (26 — :B, :H,,, 55: B,:H,,) et plusieurs variantes 
biochimiques telles que 55:B,:H,,, a réaction phénylpropionique 
positive. Nous n’étudions plus en pratique les souches qui donnent une 
agglutination franche dans les sérums anti-OB correspondants et une 
image lysotypique normale. Nous nous attachons uniquement a l'étude 
de celles qui donnent une image lysotypique anormale. 
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FTUDE COMPAREE 
DE L’ACTION DU CHLORAMPHENICOL 
ET DE L’ASSOCIATION P NICILLINE-STREPTOMYCINE 
SUR LINFECTION EXPERIMENT®LE DE LA SOURIS 
AVEC S. ENTERITIDIS VAR. DANYSZ 


par F BOYER et Y. CJABBERT 


(Institut Pasteur. Laboratoire de Chimie thérapeutique B 
et Laboratoire de l’Hépital.) 


Les salmonelloses humaines et animales sont un exemple classique 
de discordance entre l’activité in vitro des antibiotiques, leur résultats 
expérimentaux et leurs effets thérapeutiques chez l’-homme. 

In vitro, le chloramphénicol inhibe la majorité des Salmonella a 
des taux trés inférieurs aux concentrations humorales. La streptomy- 
cine, quoique moins active, inhibe les divers types sérologiques [4, 2] 
a des concentrations situées entre 8 et 16 wg/cm*, donc au niveau du 
taux thérapeutique obtenu avec cet antibiotique. La pénicilline, qui est 
aussi active sur la base des comparaisons en poids puisqu’elle agit 
entre 20 et 50 U.O./cm%, ne devrait pas avoir d’effet in vivo, ces 
concentrations n’étant pas habituellement rencontrées dans _ les 
humeurs. 

Cette hiérarchie se modifie considérablement dans l’infection expéri- 
mentale suivant les souches et les ‘voies d’introduction, notamment 
lorsque S. typhi est injecté par voie intrapéritonéale. Welsch et coll. [3] 
montrent que la dose curative 50 p. 100 la plus faible est obtenue 
avec la streptomycine, puis avec divers antibiotiques dont la péni- 
cilline, le chloramphénicol n’arrivant qu’en derniére position. Ces 
faits sont nettement en contradiction avec les résultats obtenus dans 
les fi¢vres typhoides humaines. 

Une place a part a été faite a association pénicilline-sulfathiazol, 
trouvée synergique du point de vue bactériostase par Bigger [4], 
expérimentalement par Kolmer [5] et qui a donné & Mc Sweeney [6] 
quelques résultats thérapeutiques. 

Tous ces faits méritaient d’étre repris & la lumiére des notions 
acquises sur l’importance de l’action bactéricide des antibiotiques 
(Jawetz et Gunnison [7]). Le chloramphénicol a une activité bacté- 
ricide soit faible d’aprés Erdlinger [8] et Wisseman et coll. [9], soit 
relativement élevée, (Watson [40]), mais cette activité est toujours 
inférieure & celle de l'association pénicilline-streptomycine. Cet effet 
in vitro peut étre rapproché d’observations diverses faites dans la fiévre 
typhoide humaine: d’une part la fréquence des rechutes apres trai- 
tement au chloramphénicol ; d’autre part l’inactivité de la strepto- 
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mycine que Reilly et coll. [44] attribuent a la faible concentration 
obtenue dans la circulation lymphatique, enfin des résultats cliniques 
obtenus dans une salmonellose intestinale avec l’association pénicilline- 
streptomycine par Servantie, Bentegeat et coll. [42] et le traitement 
des rechutes et des porteurs de germes par la pénicilline 4 dose élevée, 
proposé par Woodward, Smadel et Parker [43]. 

Il nous a paru intéressant de traiter l’infection per os de la souris 
avec S. enteritidis var. Danysz qui présente une certaine parenté avec la 
fiévre typhoide humaine, avec des doses trés élevées de 1’association 
pénicilline-streptomycine dans l’espoir de faire apparaitre in vivo une 
bactéricidie qui se traduirait par une diminution du nombre des 
rechutes, donc par un taux final de survie supérieur a celui obtenu 
avec le chloramphénicol. 


Résutrats. — In vitro: 8S. enteritidis var. Danysz (coll. I. P.) 
est inhibée par 5 ug/cm’ de chloramphénicol, qui laisse, aprés 
vingt-quatre heures, 10 p. 100 de survivants sur un inoculum 
de 10° germes/cm*. Dans les mémes conditions, la streptomycine seule 
est inhibitrice 4 25 pg/cm* et laisse 1 p. 100 de survivants ; la péni- 
cilline agit seule 4 30 U. O./cm* et laisse 0,1 p. 100 de survivants. 
Associés. suivant la technique en carré [44] on observe une synergie 
bactériostatique importante qui raméne au 1/8 des doses primitives les 
concentrations nécessaires pour assurer la bactériostase. En méme 
temps, dans une zone comprise entre 10 et 100 unités/cm* de chaque 
antibiotique on observe une accélération de la vitesse d’action bacté- 
ricide et une stérilisation presque compléte de inoculum. 

In vivo : Des lots de souris de 20 g ont été infectés per os avec 
0,25 cm* d’une culture de vingt-quatre heures de S. enteritidis 
var. Danysz. Les traitements ont été institués, chez 10 4 20 souris par 
type de traitement, a partir du troisiéme jour aprés l’inoculation, date 
a laquelle les souris non traitées commencent & mourir. 

Le chloramphénicol a été donné a raison de 20 mg par souris per os, 
une fois par jour pendant cing jours. On obtient avec ce traitement, 
@aprés les travaux antérieurs (Villemin et Boyer [415]), des taux 
humoraux compris entre 10 et 100 pg/cm* pendant dix heures environ. 
Dans tous nos essais l’effet du chloramphénicol a été identique : il 
protége complétement les souris pendant la durée du traitement et 
cing a six jours au dela, puis la mortalité se produit suivant une 
courbe dont la pente n’est pas significativement différente de celle 
des témoins, le pourcentage des survies au bout de vingt a trente 
jours étant trés faible, en général moins de 15 p. 100. 


I. CoMPARAISON AVEC L’ASSOCIATION PENICILLINE-STREPTOMYCINE. — Trai- 
tement A. — L’effet du chloramphénicol a été comparé 4a l’association 
de 10000 U. O. de pénicilline donnés deux fois par jour, plus 4 mg 
de streptomycine s.c. donnés une fois par jour, le tout pendant 
cing jours. 

Les temps moyens de survie (TS,,) ont été calculés sur du papier 
probabilité-log. Ils sont de six jours pour les témoins, dix jours pour 
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association pénicilline-streptomycine et treize jours pour le chloram- 
phénicol. Aucun survivant aprés dix-sept jours. 

Traitement B. — Dans le second groupe d’essais (répété deux fois), 
portant sur des lots de 20 souris pour chaque type de traitement, la 
dose de pénicilline a été portée & 25000 U. O. deux fois par jour. Les 
temps de survie moyens (TS,,) sont de 5,5 jours pour les témoins, 
de 14,5 jours pour le chloramphénicol et de vingt-trois jours pour 
lassociation pénicilline-streptomycine. 

Au trentiéme jour, il restait 15 p. 100 de souris survivantes avec le 
chloramphénicol et 55 p. 100 avec l’association pénicilline-strepto- 
mycine. Cette différence est significative (,?=7,03 p < 0,01). 


TasLEAu I. 


ASSOCIATION 
TEMOINS | CHLORAMPHENICOL Pénicilline + 
Streptomycine 


Traitement A: 
T.S.50 ae 
Suuviesss0° jours... 9 
Traitement B: 


T.S 50 
Survies 30¢ jour. . 


Nous avons recherché si le fait d’augmenter la dose de pénicilline 
entraine une variation des taux sanguins susceptible d’expliquer une 
telle différence d’effet thérapeutique entre les types de traitement A 
et B. Le dosage a été fait en mélangeant les prélévements faits au 
sinus caverneux 4 un minimum de 5 souris. L’étude de la courbe 
d’élimination a été refaite trois fois avec des lots de 5, 10 et 10 scuris. 

Les résultats sont figurés dans le tableau IT. La technique utilisée est 
la méthode de diffusion verticale de Velu et Craipeau [46]. 


Tasrrau Il. — Taux de pénicilline en U.O./cm:. 


HEURES APRES INJECTION 


Traitement A. . 
Traitement B. . . 


Ces différences sont en accord avec les résultats expérimentaux. Le 
taux de streptomycine obtenu se situe entre 5 et 50 wg/cm® entre 
une heure et trois heures aprés l’injection. 


SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 249 


II. Essais COMPLEMENTAIRES. — La comparaison des effets de la péni- 
cilline seule (25 000 U. x 2), de la streptomycine seule (4 mg) et de 
leur association permet de voir que l’association se montre trés supé- 
rieure aux effets des antibiotiques isolés. 

La comparaison du chloramphénicol avec un traitement de type B 
par l’association pénicilline-streptomycine, donné pendant trois jours 
immédiatement aprés des traitements par le chloramphénicol de durée 
variable de trois 4 cing jours, ne montre pas une modification signi- 
ficative des temps moyens de survie. Cependant le pourcentage final 
des survies est significativement différent (p = 0,03). 


En conclusion, dans Vinfection per os de la souris avec S. enteritidis 
var. Danysz le traitement par une association pénicilline-streptomycine 
a doses suffisamment élevées pour obtenir des taux humoraux consi- 
dérables, permet un pourcentage final de survies supérieur a celui 
obtenu avec le chloramphénicol seul. 

Ce fait est en accord avec l’effet bactéricide de cette association. 
Mais les taux nécessaires pour faire apparaitre cette différence sont 
nettement supérieurs & ceux qui seraient susceptibles d’étre atteints 
chez ’homme. Le traitement par l’association pénicilline-streptomycine 
consécutif au traitement par le chloramphénicol pour prévenir les 
rechutes éventuelles se heurte donc a certaines difficultés. 
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INTERET DE CERTAINS ANTIBIOTIQUES FUNGIQUES 
POUR L'ISOLEMENT RAPIDE 
DES LEVURES PATHOGENES CHEZ L’HOMME 


par J.-F. VIEU (°). 


L’isolement des champignons pathogénes chez homme a toujours 
soulevé certaines difficultés surtout au cours d’infections mixtes ot la 
présence de germes nombreux, envahissants et tenaces, nécessite une 
purification ultérieure de la souche. 

Ce point de technique revét a l’heure actuelle un grand intérét en 
raison de la fréquence des surinfections mycosiques et de 1l’acquisition 
récente de thérapeutiques actives sur les champignons du genre Can- 
dida, Qu’il s’agisse en effet d’une candidose postantibiotique ou d’une 
lésion. cutanée A flore mixte, ce que l’on cherche dans les deux Cas, 
c’est & obtenir rapidement, en culture pure, la levure responsable et 
pouvoir, par la suite, l’identifier complétement. 

Les procédés classiques ne répondent pas a ces conditions et c’est 
pourquoi on s’est adressé depuis quelques années 4 des milieux d’iso- 
lement comportant des substances antibiotiques inhibant le développe- 
ment des bactéries sans entraver celui de la levure. 

Le procédé le plus habituel utilise l’adjonction au milieu de Sabou- 
raud glucosé & 2 p. 100, au moment de l’emploi, de 20 unités 
Oxford/cm* de pénicilline et de 40 uwg/cm*® de streptomycine. Un tel 
milieu présente cependant deux inconvénients. 

Tout d’abord il laisse croitre certains germes, nécessitant des puri- 
fications secondaires de la souche par passage sur des milieux addi- 
tionnés d’autres antibiotiques ou sur liquide de Raulin ; surtout il 
comporte au cours de sa préparation la manipulation de la strepto- 
mycine en poudre, exposant ainsi A de graves accidents de sensibili- 
sation. C’est pourquoi nous avons étudié depuis quelques mois les 
modalités d’utilisation éventuelle de quatre antibiotiques A large 
spectre antibactérien (néomycine, chloramphénicol, oxytétracycline et 
framycétine) pour lisolement rapide des champignons levuriformes a 
partir de divers produits pathologiques. 

Pour simplifier la réalisation pratique de ces milieux sélectifs, nous 
nous sommes adressé a certaines formes pharmaceutiques commercia- 
lisées de ces antibiotiques, aprés avoir vérifié, A Vaide de souches 
pures de Candida albicans, que ces produits n’empéchaient pas un 


(*) Boursier de la Fondation Roux. Institut Pasteur, Service du Bacté- 
riophage. 

(**) Travail effectué au Laboratoire Sabouraud, Hopital Saint-Louis 
Chaire de Clinique Dermatologique : professeur R. Degos. Chef de Laho- 
ratoire : Dt E. Rivalier et Hopital Saint-Lazare, Service du Dr G. Garnier. 
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développement normal du champignon par quelque facteur antisep- 
tique supplémentaire inclus dans ces préparations. 

Nous avons utilisé : 

1° Néomycine-base (1). 

Flacon renfermant 0,15 g de néomycine-base (équivalence : 0,225 g 
de sulfate de néomycine). A dissoudre extemporanément dans 20 cm? 
d’eau distillée pour usage local seulement. 

2° Oxytétracycline (2). 

Préparation pour injection intra-veineuse. Flacon renfermant : 
chlorhydrate d’oxytétracycline, 0,250 g ; glycinate de sodium, 0,225 g, 
4 dissoudre extemporanément dans 5 cm® d’eau distillée. 

3° Chloramphénicol (8). 

Suspension pour usage chirurgical renfermant: chloramphé- 
nicol, 0,25 g ; solvant aqueux, 83 cm*, pour une ampoule destinée a 
l’application strictement locale. 

4° Framycétine (4). 

Flacon renfermant : sulfate de framycétine, 100 mg. A _ dissoudre 
extemporanément dans 20 cm* d’eau distillée pour usage strictement 
local. 

Nous avons utilisé comme milieu de base, soit la gélose Sabouraud 
elucosée 4 6 p. 100, soit la gélose Sabouraud glucosée A 2 p. 100 qui 
. lui est préférable. 

L’antibiotique y est incorporé, 4 partir d’une solution aqueuse pré- 
parée extemporanément, sous un volume de 0,5 cm* pour 10 cm? de 
gélose fondue et ramenée a 40° (Pour le chloramphénicol, l’inoculum 
était de 1 cm, favorisant la diffusion de l’antibiotique dont on connait 
Vinsolubilité relative). Le conditionnement des produits utilisés permet 
de préparer 20 4 30 tubes de 10 cm* de milieu gélosé en une seule 
opération. La conservation du pouvoir antibactérien des milieux ainsi 
préparés varie suivant la dose d’antibiotique ; cependant, pour des 
concentrations suffisantes, cette activité est pratiquement inchangée 
aprés un mois ou un mois et demi a la glaciére (a + 4°). 

Les ensemencements ont été pratiqués 4 partir de lésions cutanées 
diverses (intertrigo d’allure banale ou du type « a levures de 
Dubreuilh », pyodermites, perléches, ulcérations chroniques des 
membres, folliculites, onyxis et périonyxis) et a partir de produits 
pathologiques prélevés de facon systématique au niveau des muqueuses 
linguales, buccopharyngées, vulvo-vaginales et anales, avant ou aprés 
antibiothérapie locale ou générale. Ces milieux ont également été 
éprouvés lors d’essais de purification de souches contaminées et au 
cours de recherches de Candida dans les urines de malades atteints de 
moniliase post-antibiotique. 

Les tubes ensemencés ont été placés (ainsi que les tubes témoins de 
gélose Sabouraud ordinaire) a l]’étuve 4 35°-37° et les lectures ont été 
faites aprés vingt-quatre heures, quarante-huit heures et soixante- 


(1) Néomycine Diamant. 
(2) Terramycine Clin. 

(3) Tifomycine Roussel. 
(4) Soframycine Roussel. 
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douze heures. Les bactéries ont fait l'objet de déterminations succinctes, 
les levures ont été identifiées par les procédés habituels. 

Chaque antibiotique a été étudié par une ou plusieurs séries d’épreuves 
4 des taux différents ; ceci au fur et 4 mesure des nécessités de la ch- 
nique, ce qui explique l’inégalité du nombre des souches de Candida 
isolées au cours de ces diverses séries. 

Pour certains malades porteurs de lésions A flore mixte particulié- 
rement riche, plusieurs antibiotiques ont été éprouvés séparément pour 
Visolement des Candida. 

Les concentrations d’antibiotiques ont été exprimées en ywg/cm* de 
milieu gélosé ; on a noté le nombre total des ensemencements, le déve- 
loppement éventuel des bactéries et leurs espéces, le nombre des 
souches mycosiques isolées, leur délai d’obtention en culture pure, !c 
nombre d’ensemencements restés stériles et la période au cours de 
laquelle les milieux ont été utilisés. Ces résultats sont résumés dans le 
tableau I. 


Tasieau I. 


Période 
d'utili- 
sation 


Souches | Type 
des 


Levures 


Nombre | Pousse | Espéces 

des Bactériens Bactérien- 
Ensemen- ne nes 
cements 


de 
Levure¢l) 


Néomycine 


Chloramphe- 
nicol 


Oxytetracy= 
cline os 


225 We. 


Franycetine 


(1) Le délai d’obtention d’une culture pure de Candida est de vingt-quatre 
4 quarante-huit heures avec néomycine, framycéline et chloramphénicol. Pour l’oxy- 
tétracycline, quarante-huit & soixante-douze heures et nécessité de repiquage sur 
liquide de Raulin. 

_ Les taux dantibiotique sont exprimés en yug/cem? de milieu gélosé. Ils ont 
élé adoptés, pour un chiffre moyen de 300 mg, en raison des facilités de dilution 
qwils offrent & partir des produits utilisés. 


Discussion. — En ce qui concerne loxytétracycline, nos essais se sont 
heurtés 4 la résistance de certaines souches de Proteus vulgaris et de 
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Staphylococcus albus a des doses élevées de cet antibiotique. Le délai 
d’obtention d’une culture pure du champignon étant alors le méme 
que lors de l’utilisation d’un milieu ordinaire, cet antibiotique ne 
convient pas pour un isolement rapide des Candida. 

Le chloramphénicol a déja été préconisé au taux de 330 wg/cm*® (Cou- 
dert et Murat 1954), suivant une technique différente. Aux concentra- 
tions ot nous l’avons utilisé (200 ug/cm® et 750 pwg/cm’), il nous a 
donné de bons résultats et sa conservation & la glaciére est excellente. 

La néomycine, a raison de 375 pg/cm® entraine une inhibition 
compléte de la flore microbienne. Pour un délai de conservation supé- 
rieur 4 un mois, il semble préférable de dépasser cette concentration. 

La framycétine, trés intéressante par l’étendue de son spectre anti- 
bactérien et son action remarquable sur le Proteus, permet, au taux 
de 250 wg/cm’, un développement rapide et électif du champignon. Le 
probleme de la persistance de cette action sélective aprés un séjour 
prolongé a la glacitre se pose dans les mémes termes que pour la néo- 
mycine. 

Par ailleurs, des épreuves comparatives ont été faites pour déterminer 
si la rapidité de développement des levures sur les milieux gélosés 
additionnés de néomycine ou de framycétine était due A une action 
stimulante des deux antibiotiques. En utilisant des souches pures de 
Candida albicans, il n’a été observé aucune différence suivant que le 
milieu était normal ou additionné de l’un ou l’autre des deux produits. 
Il semble donc que la rapidité de culture des Candida, 4 lisolement, 
sur gélose Sabouraud glucosée additionnée de néomycine ou de framy- 
cétine, soit due seulement a la suppression du développement des 
germes bactériens. 


Conctusion. — La néomycine, le chloramphénicol et la framycétine sont 
utilisables pour l’isolement en culture pure des champignons levuri- 
formes du genre Candida a partir de produits pathologiques et per- 
mettent un diagnostic aisé de la présence de la levure au niveau de 
la lésion cutanée, ou dans le pus, les selles, le culot urinaire ou 
l’expectoration. Il est possible d’utiliser pour la préparation de ces 
milieux sélectifs certaines formes pharmaceutiques de néomycine, 
chloramphénicol et framycétine largement diffusées et couramment 
utilisées en thérapeutique (5). 
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ETUDE PAR LA MICROCINEMATOGRAPHIE 
EN CONTRASTE DE PHASE 
ET A L’ACCELERE DU PHENOMENE 
D’IMMUNE-ADHERENCE 
ET DE LA PHAGOCYTOSE SECONDAIRE 


par R. ROBINEAUX (*) et R. A. NELSON Jr. 


(Laboratoire de Recherches d’Immuno-Pathologie 
[professeur agrégé R. Kourmsxy], Hopital Saint-Antoine, Paris.) 


Sous Je nom de phénoméne d’immune-adhérence, Nelson a décrit 
en 1953, une réaction immunologique spécifique entre micro-orga- 
nismes et érythrocytes, aboutissant A une augmentation de la phago- 
cytose. Ces observations ont été faites au cours d’études destinées a 
démontrer la phagocytose de tréponémes pales virulents in vitro ; elles 
ont abouti a la description d’une réaction immuno-spécifique entre 
des érythrocytes humains normaux et des tréponémes sensibilisés par 
des anticorps de sérum syphilitique [4]. 

D’autres micro-organismes donnérent le méme phénoméne, Diplo- 
coccus pneumoniae, Shigelia paradysenteriae, Salmonella typhi, Micro- 
coccus aureus et Mycobacterium tuberculosis. 

Nelson démontra que, dans tous les cas, lunion érythrocyte- 
microcrganisme aboutit 4 une augmentation de la phagocytose. 

Il n’est pas dans notre intention de discuter ici le mécanisme immu- 
nologique du phénoméne non plus que ses rapports avec les différents 
types connus d’agglutination ; ceci fait l’objet de travaux en cours 
dont les résultats seront publiés en leur temps. 

Nous nous proposons seulement de présenter les résultats que nous 
a apportés la microcinématographie a l’accéléré en contraste de phase 
dans l’étude dynamique de ce phénoméne. 

Nous avons utilisé dans ces recherches : 

Micrococcus aureus en suspension dans l’eau physioclogique. 

Un sérum humain dilué au 1/5 contenant des anticorps anti- 
staphylococciques sensibilisants et le complément. Ce sérum fut obtenu 
par défibrination sur perles de verre. 

Des globules rouges humains normaux lavés deux fois. 

Des leucocytes humains isolés du sang, par la méthode décrite par 
l'un de nous [2]. 

Le mode opératoire fut le suivant : 

On sensibilise 4 l’6tuve a 37° pendant cinq minutes un mélange en 
proportions convenables de sérum dilué et de staphylocoques. Aprés 


“) Directeur adjoint a 1’Association Claude-Bernard (Hépital Saint- 
Antoine, Paris-12°). 
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ce temps, on ajoute les globules rouges du méme sujet et on incube 
a nouveau a l’étuve 4 37° pendant cing a dix minutes. On introduit 
enfin dans le mélange les leucocytes qui serviront A l’étude de la 
phagocytose. Une gouttelette fine de chaque suspension est mise entre 
lame et lamelle. Les préparations sont lutées A la paraffine. 

Les enregistrements ont été faits en contraste de phase ou en fond 
noir et 4 37° a des grossissements de 600, 1 000 ou 1500 diamétres, a 
la cadence d’une image chaque seconde ou toutes les deux secondes, 
donnant a la projection une accélération de seize A trente-deux fois. 

L’installation microcinématographique que nous avons utilisée est 
celle que nous avons réalisée avec J. Frédéric dans les laboratoires de 
recherches d’Immuno-Pathologie 4 l’Hdépital Saint-Antoine [3]. 


Résuttats. — 1° L’adhésion des bactéries aux hématies se produit 
trés rapidement dans le mélange des différents éléments qui le condi- 


Fie. 1. — Analyse du film image par image montrant l’immune-adhérence d’un 
staphylocoque entre deux hématies et la phagocytose secondaire par un _ poly- 
nucléaire neutrophile. 


tionnent. Nous n’avons observé entre lame et lamelle que le résultat 
du phénoméne d’immune-adhérence et jamais sa formation. 

2° On peut observer des images d’adhérence soit de germes isolés, 
soit de petits groupes, soit de véritables grappes. 

3° Les efforts de micromanipulation pour séparer les hématies des 
microorganismes restent vains, donnant une idée de la solidité des 
liaisons cocci-hématies. 

4° L’altération progressive des hématies jusqu’d l’*hémolyse ne sup- 
prime pas le phénoméne d’adhérence. 

5° L’étude de la phagocytose montre la participation des voiles hyalo- 
plasmiques dans la préhension des germes comme l’un de nous l’a 
déja montré pour la phagocytose ordinaire [4, 5]. Ces voiles prennent 
fréquemment appui sur le globule rouge avant de détacher les staphy- 
locoques. Certaines images montrent la phagocytose successive et non 
simultanée de chacun des germes constituant le groupe adhérent. On 
peut remarquer la formation de fils d’étirement assez longs entre le 
globule rouge et le microbe, au moment de l’entrainement de ce 
dernier par le leucocyte. Ils se rompent finalement, laissant le plus 
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souvent la surface du globule rouge morphologiquement intacte ; 
toutefois on remarque dans quelques cas, apres rupture -du fil d’adhé- 
rence, Ja formation d’ondulations 4 la surface du globule rouge et aussi 
la persistance d’un petit appendice, reste du point d’attache du 
microbe. 

6° La phagocytose achevée, nous avons observé quelques faits extré- 
mement intéressants. Dans un systéme antigéne-anticorps bactérien, 
les leucocytes A fonction phagocytaire, polynucléaires neutrophiles et 
macrophages, contractent des rapports trés curieux avec les hématies. 

Il y a production de fils d’agglutination entre les polynucléaires et 
les globules rouges, au cours de phénoménes de « palpation » de ces 
derniers par les voiles hyaloplasmiques des leucocytes. Ce phénoméne 
peut étre observé occasionnellement dans un milieu sérique normal, 
mais il est particulitrement important dans le milieu ou se produit 
l’immune-adhérence. 

Il y a surtout production de phénoménes d’agglutination irréver- 
sibles entre les macrophages et les hématies porteuses de germes. Apres 
la phagocytose, les membranes ondulantes du macrophage restent 
collées A Ja surface de l’érythrocyte, faisant, pour s’en libérer, de 
vains efforts au cours desquels l’hématie se trouve véritablement 
« malaxée », sans que jamais on observe de phagocytose du globule 
rouge par le phagocyte. Le mécanisme de ces phénoménes fait l’objet 
de recherches en cours. 
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NOCARDIOSE HUMAINE 
A ABCES CEREBRAUX MULTIPLES : 
ETUDE BACTERIOLOGIQUE 


par F. MARIAT, E. L. HAZEN (*), J. Le BEAU et E. TESTARD. 


(Unstitut Pasteur et Hépital Lariboisiére, Paris.) 


Les actinomycoses cérébrales, bien qu’assez rares, ne sont pourtant 
pas exceptionnelles. La littérature comporte quelques revues récentes 
de la question ot la plupart des cas décrits sont amalysés [4, 2, 3]. 
Ces derniéres années, quelques nouvelles observations ont été 


(*) Division of Laboratories and Research, New-York State Depar t 
of Health. Albany, New-York. ' i er 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 257 


publiées [4, 5, 6]. L’intérét bactériologique de notre cas réside dans les 
caractéristiques particuliéres de l’actinomycéte isolé. 

Le malade, M. V..., 38 ans, ouvrier métallurgiste, subit, aprés son 
admission au Service de Neurochirurgie de lhdépital Lariboisiére, a 
Paris (D™ Le Beau), une double intervention dont le compte rendu est 
donné par ailleurs [7]. Plus tard, 1’état du malade s’aggrave ; il 
meurt peu aprés. 


L’examen anatomique macroscopique du cerveau révéle un cedéme 
cérébral et de multiples abcés plus ou moins volumineux dans les 
régions pariétales, frontales, limbiques et dans le cervelet. 

L’examen anatomopathologique microscopique montre des abcés 
dont le degré d’organisation varie. A l’intérieur des abcés on met en 
évidence, notamment par la technique de Ziehl-Gram, de fins filaments 
se ramifiant 4 angle droit. Ces filaments sont fréquemment fragmentés 
et apparaissent alors en pointillés. La mise en culture des différents 
prélévements a donné naissance d’emblée 4 une culture pure d’actino- 
mycéte dont nous donnons les caractéristiques ci-aprés. 


Morrnorocre. — Une culture sur cellophane [8] permet d’observer de fins 
filaments dont le diamétre est de lordre de 0,2 uu. Ces éléments bifurquent 
A angle droit et sont souvent fragmentés en éléments bacillaires plus ou 
moins allongés. Ces filaments sont Gram + et acido-résistants. Ce der- 
nier caractére est trés fugace: on le met en évidence plus facilement in 
vivo, dans les souches disolement récent ou encore aprés culture du 
germe sur lait. Sur presque tous les milieux ot est cultivé l’actinomycéte 
on note une abondante sporulation blanche (mycélium aérien). Les 
colonies sont compactes, dures et dégagent, surtout lorsqu’elles sont spo- 
rulées, une forte odeur de moisi. 


CARACTERES CULTURAUX. — Cet actinomycéte est un aérobie strict. Cul- 
tivé pendant un mois 4 la température du _ laboratoire, il présente les 
aspects suivants : 

Gélose Sabouraud glucosée: Croissance faible, colonie A centre acu- 
miné de couleur jaune rosé, production de mycélium aérien donnant un 
aspect neigeux. Sur ce méme milieu, mais préparé avec le produit 
déshydraté (Difco) la croissance est faible, les colonies géantes (14 x 7 mm) 
ont un centre acuminé, plissé, recouvert dun mycélium aérien blanc 
poudreux. La périphérie est mince, brillante, lisse ; couleur d’ensemble : 
orange-saumon. 

Gélose ordinaire au bouillon de viande (40 jours, culture monospore) : 
développement faible, diamétre 5 mm, profil légérement bombé, centre 
de la colonie surélevé, couleur jaune rosé, mycélium aérien blanc pou- 
dreux, marge frangée. 

Milieu pomme de terre, glycériné, gélosé: Bonne croissance, colonie 
surélevée, jaune rosé, mycélium aérien blanc. 

Fragments de pomme de terre glycérinée : Bonne croissance, culture 
sur le fragment : rosée avec mycélium aérien blanc poudreux ; culture sur 
Yeau du fond du tube: voile épais duveteux avec mycélium aérien. Noir- 
cissement du fragment du tubercule. 

Milieu synthétique glucosé gélatiné a 12 %: Bonne croissance, pas de 
liquéfaction de la gélatine. 

Milieu de Dorset: Bonne croissance, colonie jaune rosé, plissée au 
centre, pas de digestion des protéines. 
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Sérum coagulé de Loeffler : Croissance faible, culture de couleur orange 
saumon clair & rose sale presque brun, colonie plissée, glabre, profondé- 
ment enfoncée dans le milieu. Pas de liquéfaction. 

Milieu Léwenstein-Jensen : Bonne croissance, colonies compactes, 
plissées, glabres, de couleur rose orangé. Dépigmentation du vert mala- 


chite autour des colonies. 
Lait écrémé avee indicateur de pH (tournesol ou bromocrésol): Bonne 
croissance, voile et anneau, forte réaction alcaline, pas de peptonisation ni 


de coagulation. 
Bouillon au miel: Croissance faible, bouillon clair, sédiment floculant. 


CARACTERES PHYSIOLOGIQUES. — Cet actinomycéte aérobie strict, de 
pouvoir fermentaire nul (dans nos conditions d’expérience), de pouvoir 
réducteur nul (tournesol, rouge neutre, sous-acétate de plomb), ne 
digére pas les protéines, n’hydrolyse pas l’amidon, ne produit pas 
d’indol. En milieu synthétique et comparativement a dix autres 
souches de Nocardia asteroides, il montre les caractéristiques des 


tableaux I et II [9]. 


Tasteau I. — Utilisation de l’azote sur milieu synthétique gélosé 
avec le glucose comme source de carbone. 


CARACTERES DE LA SOU( HE ETUDIEE CROISSANCE 


SUBSTANCE AZOTEE nePARS 
€ 10 


NV. asteroides 


Croissance Pigmentation 


+ Colonie rosée. milieu gris. 
+ |Colonie b'anc-rosé, milieu gris. 


Hydrolysat caséine. .| + 
+ 
Colonie blanc-rosé, milieu gris. 


Asparagine 


+++ 
+44 
44+ 


+ 
+ 


SORINH oi aes ae Colonie blanc-ro~é, milieu gris. 
POF RIINED ee reer Colonie rosée, milieu gris-brun. 
Bolsa ee ete a Colonie rosée, milieu gris. 
ane: Se 
NO3NH, . AS ae Colonie rosée. 


+ ++ 
tot+ 
+ ++ 


+++ bonne croissance ; +-+ : croissance moyenne; +: croissance faible; 0: crois- 
sance nulle. 


En milieu synthétique liquide, sans carbone ni azote, dans lequel 
plonge un fragment d’agitateur enrobé de paraffine, on note une assez 
bonne croissance autour du baton de paraffine et une trés faible crois- 
sance dans le liquide, ce qui est comparable au comportement moyen 
des 10 souches de N. asteroides. 


ETUDE DE LA MALADIE EXPERIMENTALE. — La maladie expérimentale 
chez la souris, le hamster, le cobaye et le lapin a été étudiée cumpa- 
rativement au « Division of Laboratories and Research, New York State 
Department of Health » et a l'Institut Pasteur. Des différences dans 
les taux de mortalité et la virulence du germe, ont été enregistrées, 
selon l’Age de la souche et la richesse de inoculum. 
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Des doses trop faibles d’actinomycéte inoculées au cobaye par voie 
intrapéritonéale (avec et sans mucine gastrique) ou au lapin par voie 
intraveineuse ou par voie intrapéritonéale avec ou sans mucine gastrique, 
ne provoquent aucun trouble chez les animaux. De méme les cobayes 
inoculés avec des doses fortes d’une vieille culture (de l’ordre de 20 mg 
pour des cobayes de 500 g) souffrent, dépérissent, mais évoluent vers 
la guérison. 


Tasrzau I]. — Utilisation du carbone sur milieu synthétique gélosé 
avec l’asparagine comme source d’azote. 


CARACTERES DE LA SOUCHE ETUDIEE CROISSANCE 


SUBSTANCE CARBONEE moyenne 
de 10 


Croissance Pigmentation NV. asleroides 


Acétate, tartrate ou 
citrate de Na 
Maltose . 
Saccharose 
Lévulose 
Lactose 
Arabinose . 
Amidon . 
Glucose . 
Galactose . 
Mannitol 
Glycérol. 
Xylose. 


Ht 


eet He e+ Hh he 


al seerete lt: 


-- 


+ 
a 


Colonie blanc-rosé, milieu gris. 


- 
o+sottococo}tto 


+ 


Colonie rosée, milieu gris. 


++-+: bonne croissance; ++ : croissance moyenne ; +: croissance faible ; ++: crois- 
sance trés faible, presque nulle; 0 : croissance nulle. 


L’inoculation intracérébrale au hamster jeune provoque, aprés un 
mois environ, l’apparition de signes de paralysie ; les animaux tournent 
en rond dans leurs cages, ne peuvent se tenir sur leurs pattes et 
tombent. L’autopsie des animaux aprés leur sacrifice (un mois et 
dix jours aprés l’inoculation) ne laisse pas voir d’anomalies notables. 
Cependant on retrouve dans le cerveau les filaments caractéristiques 
de l’actinomycéte inoculé et les rétrocultures de cerveau sont positives. 

Des souris et des hamsters inoculés par voie intrapéritonéale (0,5 ml 
d’une suspension dense) ne présentent aucun trouble ; lors de leur 
sacrifice et autopsie, six semaines aprés l’inoculation, on ne note 
aucune lésion. En revanche des cobayes (+ 500 g) inoculés par voie 
intrapéritonéale respectivement avec + 17,5 mg, + 8,5 mg et + 3,5 mg 
‘de culture meurent dans des délais variant de huit 4 quatorze jours. 
A Vautopsie on observe une infection massive, caractérisée par une 
masse blanc jaundtre au point d’inoculation et par de nombreux 
abcés miliaires sur tous les organes. Chez certains animaux les reins 
semblent sains. L’épiploon, volumineux, apparait comme une masse 
nodulaire jaune, criblée d’abcés. Les adhérences sont nombreuses, les 
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péritonites fréquentes. Des frottis de pus montrent des éléments 
Gram-positifs et acido-résistants plus ou moins fragmentés et bifurqués. 
La rétroculture est positive. L’examen histopathologique des organes 
révele notamment dans l’épiploon et dans la rate des abces contenant 
des filaments bifurqués. 


Conc.usions. — I] n’est pas possible de trouver dans les actinomycetes 
aérobies existants un germe qui présente exactement les caractéris- 
tiques de celui que nous décrivons. La quasi-totalité des actino- 
mycoses cérébrales 4 germes aérobies est provoquée par Nocardia aste- 
roides, agent cosmopolite de nocardioses a localisations diverses. L’acti- 
nomycéte isolé différe par quelques caractéres morphologiques et phy- 
siologiques de N. asteroides type. Il ne semble pas que ce soit une 
raison suffisante, dams ce cas, pour créer une espéce nouvelle. Lorsque 
Von connait la trés grande variabilité des Nocardia on ne peut se 
résoudre A encombrer la littérature médicale d’especes nouvelles insuf- 
fisamment justifies. La clinique ainsi que la plupart des caractéres 
essentiels autorisent, 4 notre avis, A identifier la souche décrite Aa 
Nocardia asteroides ; les différences entre cette souche et l’espéce type 
sont toutefois 4 considérer mais pourraient tout au plus s’appliquer a 
une variété particuliére. 

Le traitement de telles nocardioses (elles sont le plus souvent 
mortelles) est rendu délicat par la difficulté méme du diagnostic [40]. 
Prises en temps voulu, ces maladies peuvent étre guéries en faisant 
jouer la chirurgie et les antibiotiques spécifiques. Les Nocardia sont en 
effet sensibles a certains antibiotiques et a certains médicaments 
chimiques [44, 42, 13]. La souche que nous décrivons est sensible a 
la streptomycine, la terramycine, la chloromycétine et & diverses sulfa- 
mides. Certains actinomycétes aérobies répondent particuliérement 
bien A Jlaction thérapeutique des sulfones [44]. Malheureusement, 
N. asteroides est insensible le plus souvent a ces produits [45]. Ceci est 
vrai pour notre souche qui, in vitro, en milieu synthétique, se déve- 
loppe en présence de 250 wg par millilitre de sulfone mére. Quoi 
qu’il en soit, la guérison de semblables actinomycoses est liée A la 
rapidité du diagnostic. L’utilisation d’intradermo-réactions type tuber- 
culine avec des antigénes suffisamment spécifiques, contribuerait a 
faciliter ce diagnostic. Des travaux récents, notamment ceux de 1’école 
mexicaine, signalent dans ce domaine des résultats encourageants. 
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ACTION DE LA NYSTATINE, DE LA STREPTOMYCINE 
ET DE LA PENICILLINE 
SUR LA CROISSANCE DE SPOROTRICHUM SCHENCKI 


par F. MARIAT. 


(Unstitut Pasteur, Service de Mycologie et de Physiologie végétale.) 


La sporotrichose, mycose provoquée par Sporotrichum schencki, est 
le plus souvent traitée avec succés par l’iodure de potassium ou 1’iodure 
de sodium. Dans les cas ot la classique thérapeutique iodée ne peut 
étre employée, d’autres traitements ont été préconisés [4, 2, 3]. 

In vitro, Campbell et Saslaw ont montré que la croissance de 
S. schencki était stimulée par la streptomycine [4]. D’autres auteurs 
signalent une action inhibitrice des sulfamides [5, 6] et de la 
thiourée [7]. 

La nystaline (1), antibiotique, antifongique, découvert par Hazen et 
Brown [8] a été utilisée & plusieurs reprises dans des expériences sur 
Vinhibition de Ja croissance des champignons pathogénes soit in vitro, 
soit in vivo. Cet antifongique d’un intérét primordial a été notamment 
utilisé contre Candida albicans, Histoplasma capsulatum, Coccidioides 
immitis [9 4 15] et dernitrement contre les champignons des maduro- 
mycoses [46]. 

L’action de la nystatine sur Sporotrichum schencki est tout d’abord 
étudiée par Hazen et Brown dans leur travail initial [8]. In vitro sur 
milieu gélosé, une concentration de 13 pg/ml permet une inhibition 
sensible de la croissance. Par ailleurs, Campbell et coll. [43] expéri- 
mentent l’action de la nystatine dans la sporotrichose de la souris. 

Nous rapportons ici les résultats d’une étude de la croissance de 
S. schencki en milieux synthétiques liquides additionnés de pénicilline, 
de streptomycine ou de nystatine. Des expériences sur l’inhibition in 


(1) « Mycostatin » Squibb. Nous remercions la firme Squibb and Sons et 
leurs représentants en France, les Laboratoires Labaz, qui nous ont pro- 
curé aimablement la Mycostatine nécessaire & nos expériences. 
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vivo du développement sont actuellement en cours et partiellement 
publiées [24]. 


Marérie, rr METHODES. — Tous les essais sont réalisés dans le milieu 
liquide suivant : KH,PO, : 0,36 g ; Na,HPO,, 12H,O :1,42 g ; MgsO,, 
7 H,O :0,60 g¢; KCl:1,00 g; hydrolysat de caséine : 10,00 g; glu- 
cose : 10,00 g ; solution oligodynamique de Berthelot : X gouttes ; eau 
distillée dans le verre Pyrex : 1 000,00 g ; pyrimidine de Ja thiamine : 
1.10—* 5~biotine + 1.10—" (pH = 6.9). 

Ce milieu est. selon qu’il est destiné A l’obtention de la phase mycé- 
lienne ou de la phase levure du champignon, réparti en tubes de 
Legroux ou en fioles d’Erlenmeyer de 125 ml. La pénicilline (péni- 
cilline G cristallisée, sel de Na) et la streptomycine (sulfate de dihydro- 
streptomycine) stériles sont ajoutées au milieu de culture, 4 diverses 
concentrations. La nystatine (« Mycostatin » Squibb, lots HL.162.G, 
HL.99.E et St 695.21/15.F) est ajoutée au milieu, de facon a réaliser 
une gamme de concentrations allant de 24 yg/ml a 4 pg/ml. Ces diffé- 
rentes concentrations sont effectuées & partir d’une solution initiale 
dans l’alcool 4 70 p. 100 tamponné aA pH 7,0 et renfermant 480 ug/ml] 
de nystatine. La méme quantité d’alcool (8,5 p. 100) que celle contenue 
dans les milieux 4 plus haute concentration de nystatine est ajoutée 
aux témoins. A cette concentration, l’expérience montre d’ailleurs que 
l’alcool ne nuit pas a la croissance du champignon. On ajoute enfin 
aux milieux contenant de la nystatine, de la pénicilline (25 unités/ml) 
et de la streptomycine (50 ng/ml). Ces antibiotiques, comme le révéle 
la premiére partie de nos expériences, n’ont aucune action sur la crois- 
sance du champignon ; ils empéchent le développement éventuel de 
bactéries sporulées présentes dans la nystatine lyophilisée et non 
détruites par l’alcool de la solution initiale. 

L’inoculum est constitué par une goutte de suspension de conidies 
ou d’éléments Jevures du champignon. Les souches utilisées dans ces 
expériences sont d’une part une souche non pigmentée (S. schencki, 
I. P. n° 29), d’autre part une souche pigmentée (S. s. beurmanni, 
I. P. n° 30). La croissance des champignons est. évaluée par le poids 
sec de la matiére vivante récoltée aprés quatorze jours de culture 
4 30° CG pour la phase mycélienne et apres dix jours d’agitation A 37° 
pour la phase levure [47, 48]. 

Chaque expérience groupe de trois 4 sept fioles ou tubes par concen- 
tration d’antibiotique. Les poids secs sont rapportés } 1 ml de milieu. 


Résuttrats. — Action de la pénicilline. — La pénicilline ajoutée au 
milieu synthétique A raison de 1000, 100, 10, 1 unités par millilitre 
n’exerce aucune action sur la croissance de Sporotrichum. Les 
poids secs obtenus ou les lectures néphélémétriques effectuées sont 
identiques 4 ceux des témoins. D’autre part, aucune modification de 
la forme des cellules n’a été observée et ce, quelle que soit la concen- 
tration. L’adjonction de pénicilline aux milieux agités (1 000 
1 0,01 U/ml) n’a jamais entratné la transformation de la phase 
levure en phase mycélienne comme c’est notamment le cas pour 
Candida albicans [20]. 
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Action de la streptomycine. — Du fait des résultats obtenus par 
Campbell et Saslaw, ces expériences ont été répétées de nombreuses 
fois, avec diverses souches et avec des concentrations de _ strepto- 
mycine s’échelonnant, dans les diverses expériences, de 100 000 pg/ml 
a 1,041 ywg/ml. Jamais on n’observe, comme l’ont fait Campbell et 
Saslaw [4], d’amélioration de la croissance en présence de _ strepto- 
mycine. Aux trés fortes concentrations de 100000 et de 50000 yg/ml, 
on note une inhibition due a la toxicité de l’antibiotique & ces doses. 
La stimulation observée par les auteurs américains était proportionnelle 
a la concentration en streptomycine et maximum pour la dose de 
2 500 ug/ml. Comme leurs expériences étaient réalisées dans un milieu 
synthétique ne contenant pas de facteurs de croissance et que Sporo- 
trichum exige la pyrimidine de la thiamine [47], on peut supposer 
que l’échantillon de streptomycine qu’ils ont utilisé renfermait des 
impuretés capables de remplacer le facteur de croissance. Dans 
nos expériences, des concentrations de streptomycine (de 20000 
a 1,22 ug/ml) dans un milieu dépourvu du facteur de croissance n’ont 
permis aucun développement du champignon ; 4 toutes les concen- 
trations, la croissance, comme celle des témoins sans pyrimidine, était 
nulle. 

Action de la nystatine. — a) Phase mycélienne : Dans une premiére 
série d’essais, 5. schencki est cultivé en présence de 50; 25; 12,5; 
6,25 ; 3,125 et 0 pg/ml de nystatine. Les poids secs obtenus montrent 
une inhibition significative de la croissance dés la concentration de 
6,25 yg/ml. Aucunm développement du champignon n’est observé dans 
les fioles contenant 50 et 25 wg/ml. 

Cette premiére série d’expériences nous a conduit a resserrer la 
gamme des concentrations de l’antifongique. Le tableau I mentionne 
les résultats de deux autres expériences, l’une avec S. schencki, l’autre 
avec S. s. beurmanni. 


TasLeau I. 


POIDS SECS DE MYCELIUM EN MG/ML DE MILIEU 


CONCENTRATIONS 
Nystatine en pg/ml 


S. schencki S.s. beurmanni 


0,40 
0,20 
1,00 
4,58 
6,45 
5,60 
5,50 


wre =]=scoo 
Spe te noe FS 
OF RE OF COCO 
SCREaARrren 


Pour l’une comme pour I’autre souche, la nystatine fait preuve 
d’une action significative entre 8 et 12 yg/ml. 

b) Phase levure : Sous cette forme, le champignon se développe plus 
rapidement que sous la forme mycélienne. Une premiére expérience 
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nous avait donné une inhibition totale de la croissance de S. schencki 
a la concentration de 12 pg/ml. En répétant plusieurs fois les essais, 
nous n’avons pas retrouvé semblable sensibilité mais toujours des 
chiffres comparables A ceux du tableau II ot V’inhibition a lieu entre 
8 et 16 pg/ml. 


Tasieau II. 


PoIDS SECS DE CE! LULES EN MG/ML DE MI\IEU 


CONCENTKHATIONS 
Nystatine en pg/ml 


S. schencki S.s. beurmanni 


or aur & O&O 
ocooowrnro 


c) Action fongicide : Une riche suspension de S. schencki (phase 
levure) est mise en contact par agitation avec deux solutions de nysta- 
tine (200 ug/ml et 400 ug/ml) pendant des temps variables (de 
zéro & quatre-ving-deux heures). Au temps zéro, les mélanges 
contiennent environ 2 000 000 de cellules vivantes par millilitre. Aprés 
quatorze heures de contact, ils ne contiennent plus aucune cellule 
vivante capable de donner naissance a une colonie. Aprés quatre-vingt- 
deux heures les mélanges inoculés aux hamsters males, animaux parti- 
culiérement sensibles [419], ne provoquent ni trouble ni lésion. Dans 
une autre expérience, un contact de vingt-six heures sans agitation 
de S. schencki avec une solution de nystatine (100 pg/ml) ne suffit 
pas 4 tuer toutes les cellules du champignon. On retrouve des cellules 
vivantes par culture et J’inoculation de la suspension lavée aux 
hamsters provoque une sporotrichose. 


ConcLusions ET RESUME. — De méme que les autres champignons 
pathogénes étudiés de ce point de vue, S. schencki et sa variété beur- 
manni se confirment : 1° insensibles & toute action inhibitrice ou sti- 
mulatrice de la pénicilline et de la streptomycine ; 2°  sensibles 
a Vaction antifongique de la nystatine. 

Tn vitro, la croissance de la phase levure, parasitaire, des champignons 
comme celle de la phase mycélienne, saprophytique, sont inhibées par 
des concentrations de nystatine qui se situent entre 8 et 16 ug/ml. 
Pratiquement il n’y a pas de croissance pour les concentrations de 
20 et 24 wg/ml. Il est certain qu’aprés des temps de culture comme 
ceux qui sont exigés par Sporotrichum il se produit une diminution 
notable de l’activité de l’antifongique. 

Dans aucune de nos expériences, nous n’avons noté de modifications 
dans la forme du champignon cultivé en présence d’antibiotiques. 
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SUR UNE ONYCHOMYCOSE A JR/CHOPHYION ROSACEUM 


par U, MARSELOU (°). 


(Institut Pasteur. Service de Mycologie et Physiologie Végélale.) 


Parmi les prélévements pathologiques adressés au service de Myco- 
logie de I’Institut Pasteur, il nous a été donné d’étudier une onycho- 
mycose due 4 un Trichophylon rare : T. rosaceum. 

La malade est une femme de 56 ans qui a présenté un décollement 
des ongles de la main gauche avec formation de squames, déformation 
et noircissement des ongles. 

Dans les débris d’ongles recus, nous avons trouvé 4 l’examen direct, 
dans la potasse caustique, un abondant feutrage de filaments. 
A partir de ces fragments d’ongles mis en culture sur gélose Sabou- 
raud glucosée ou maltosée et sur milieu au mott de biere gélosé, un 
dermatophyte s’est développé lentement A 27°. La primo-culture n’a 
pas dépassé 1/2 cm de diamétre en quinze jours. La colonie était 
recouverle d’un duvet ras, d’abord blanc, puis devenant rapidement 


(*) Boursiére de la Fondation des Bourses du Gouvernement Gree. 
Ecole d’Iygiéne, 196, avenue Alexandras, Athénes. 
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pigmenté en rose. Le revers et la face profonde de la colonie prenaient 
une couleur rouge groseille, rappelant les colonies de Trichophyton 
rubrum, dermatophyte qui est fréqguemment rencontré comme agent 
d’onychomycose. Cependant certains caractéres macroscopiques et les 
rares organes de fructification du type « aleurie » faisaient penser que 
ce champignon pouvait appartenir a l’espéce T. rosaceum, tres proche 
de T. rubrum, mais qui s’en distingue entre autres choses par son 
exigence pour un acide aminé : Vhistidine [4]. Nous avons alors 


Fic. 1, — Gulture d’un mois de la souche isolée de T. rosaceum sur : 1, Hydro- 
tysat de caséine A 1 p. 100; 2, Mélange de 22 acides aminés ; 3, Mélange de 
glycocolle, L-histidine (HCl), DbL-isoleucine ; 4, L-histidine (HCl) ; 5, Absence 
d’histidine. 


recherché si le champignon étudié exigeait pour sa croissance un 
acide aminé particulier. Au milieu synthétique de base 

KH PO;, 0; 8672 7 NasHPO, 1542 eS MssO7 0608s Ke O0sos: 
glucose, 10 g¢; solution d’oligo-éléments de Berthelot, X gouttes ; 


st 
gélose lavée, 18,00 g ; eau, 1000 ml, nous avons ajouté des acides 


aminés (0,1 p. 100 pour les formes simples et 0,2 p. 100 pour les 
formes racémiques) en nous conformant au schéma ‘suivant 

l° Hydrolysat de caséine exempt de vilamines & 1 p. 100; 

2° Mélange de 22 acides aminés ; 


? 
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3° Mélange de DL-alanine, D-arginine, ac. DL-aspartique, ac. 
1-glutamique ; 

4° Mélange de glycocolle, L-histidine (HCl), DL-isoleucine, DL-leucine ; 

5° Mélange de lysine (2 HCl), DL-norleucine, DL-norvaline, L-orni- 
thine ; 

6° Mélange de DL-phénylalanine, DL-proline, DL-sérine ; 

7° Mélange de tyrosine, DL-thréonine, valine. 

Ces différents milieux sont neutralisés. 

Seuls les milieux 1, 2 et 4 ont permis un développement du cham- 
pignon. Au milieu de base, nous avons alors ajouté séparément les 
acides aminés du groupe 4 et constaté un développement uniquement 
en présence d’histidine. Le champignon isolé présente donc une 
exigence trés nettle pour cet acide aminé. Cette exigence s’ajoutant aux 
caractéres morphologiques nous permet d’identifier ce dermatophyte 
a T. rosaceum. 

T. rosaceum est une espece extrémement rare [8, 9], en général 
responsable d’une teigne inflammatoire, non suppurative de la barbe 
et, moins souvent, du cuir chevelu. Une seule fois Dalla Favera, 
a Parme, a isolé T. rosaceum d’une onychomycose [2]. Sabouraud 
parmi les 800 dermatomycoses qu’il a étudiées n’a rencontré que 
huit fois. T. rosaceum. M. Pelagati [7] insiste sur sa rareté en Italie 
ne l’ayant isolé qu’une fois sur 56 dermatomycoses étudiées. Sur 
144 trichophyties, Dalla Favera [2] a rencontré six fois T. rosaceum. 
Au laboratoire des teignes de l’hépital Saint-Louis, Rivalier ne l’a pas 
trouvé ces derniéres années. 

On ne connait pas lorigine de ce Trichophyton. Sabouraud avait 
pensé [9] a une origine aviaire qui n’a pas été démontrée par la suite. 
Dans notre cas, cette origine semble peu probable, la malade ne possé- 
dant pas d’animaux. L’origine tellurique déji démontrée pour certains 
dermatophytes [4, 6, 10] serait sans doute 4 envisager pour ce cham- 
pignon tres rarement rencontré comme parasite. 

Il convient de signaler en outre que cette souche de T. rosaceum, 
isolée d’une onychomycose comme toutes celles qui sont déia connues 
et étudiées de ce point de vue, exige Vhistidine comme unique fac- 
teur de croissance [3, 5]. Il se confirme donc que cette perte de pouvoir 
de synthése est un caractére physiologique particulier de cette espéce. 
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ETUDE D'UNE VARIETE PIGMENTEE 
DE LEPTOTRICHIA INNOMINATA 


par C. MAZUREK, 


(Inslilul Pasteur. Service des Anaérobies) 


Nous avons isolé, dans un cas de suppuration bronchique, la 
souche 1202, correspondant & une variété nouvelle, ocre, de Lepto- 
trichia innominata. 

C’est un batonnet & bouts arrondis de 9 4 12 yw de long sur 0,5 yp 
de large, se présentant souvent en filaments trés enchevétrés qui 
mesurent environ 30 yw. Il est immobile, Gram-négatif, non réducteur 
et non gazogéne. Il est sérophile non obligé, anaérobie au départ, 
devenant microaérophile par la suite. Il pousse sans troubler le 
bouillon VF, y donnant des flocons ocres. En gélose profonde, ses 
colonies sont transparentes, puis s’épaississent et se colorent en ocre. 
Le centre de la colonie est plus coloré que la périphérie. Il est peu 
glucidolytique, fermentant faiblement saccharose, galactose et amidon, 
et non protéolytique. Il ne donne ni toxine, ni hémolysine. Son pou- 
voir pathogéne est nul pour le lapin, le cobaye et la souris. II pro- 
duit NH,, amines, indol et acétoine. Son type fermentaire est acétique- 
propionique-lactique. 

Cette souche se différencie de : 

L. innominalta (sérophile, gazogéne, A colonies irrégulitres et inco- 
lores, glucidolytique). 

L. tenuis (anaérobie strict, de petite taille, troublant le bouillon 
avec un dépot lent, & colonies incolores). 

L. vaginalis (réducteur, glucidolytique et protéolytique, de type fer- 
mentaire acétique-butyrique). 

L. haemolytica n. sp. de Bezjak (colonies lenticulaires, hémolytique, 
pathogéne). 

La souche 1202 se rattache donc A Leptotrichia innominata et differe 
des autres Leptotrichia par son pigment ocre en bouillon VF et, en 
gélose, par son type fermentaire et son pouvoir glucidolytique peu 
marqué. 
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Les communications suivantes  paraitront en Mémoire dans les 
Annales de l'Institut Pasteur. ; 


Recherches sur le mécanisme du phénoméne d’immune- 


adhérence, par R. Kournitsxy, R. Prtron, S. Kourrisky, R. Ropineaux 
et G. Vortsin. 


Cultures de cellules trypsinées de rein de lapin et leur 


x 


application a l’étude des virus du groupe herpétique, par 
G. Barsxi, M. Lamy et P. Liéprne. 


Etude en culture cellulaire du virus encéphalomyélitique 
Mengo, par G. Barsxr et M. Lamy. 


Numération de la microflore totale et microstructure des sols. 
I. Analyse et synthése, par D. Laverens et J. Aucirr. 


ELECTIONS 


MM. H. Blachére, R. Gastal, H. Jonchére, M. Viette et M¥* A. Hamelin 
sont élus membres de la Société Francaise de Microbiologie. 


AVIS 


INSTITUT PASTEUR DE TUNIS 


BOURSES CHARLES NICOLLE 


Pour honorer la mémoire scientifique de Charles Nicolle, perpétuer 
son renom et encourager les relations scientifiques internationales, 
deux bourses, appelées « Bourses Charles Nicolle » sont créées 
A l'Institut Pasteur de Tunis. Cette création a été rendue possible par 
Vefficace compréhension du ministre de Ja Santé publique du Gou- 
vernement tunisien. 

Ces deux bourses permettront, chaque année, a deux hommes de 
science — quelle qu’en soit l’origine — de venir 4 Tunis pour y pour- 
suivre les recherches de leur choix relatives 4 une maladie humaine 
ou animale qui intéresserait la Tunisie ou une autre région tempérce 
chaude du globe. 

Le montant de chaque bourse est de 1 million de francs frangais. 

Les candidats éventuels 4 ces bourses écriront au « Directeur de 
l'Institut Pasteur (Tunis, Tunisie) » avant le 1% avril de chaque année. 
Ils voudront bien fournir : 

a) Leur curriculum vilae ; 
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b) Un court résumé du travail qu’ils ont l’intention de faire en 
Tunisie ; 
c) Une liste du matériel important dont ils pourraient avoir besoin. 


Les boursiers choisis commenceront leur travail 4 Tunis en sep- 
lembre ou octobre 1955. 


LIVRES REQUS 


Comité d’experts de la rage. Deuxiéme rapport. Organisation Mondiale 
de la Santé : Série de Rapports techniques, n° 82, 1954, 29 p. Prix : 
Fr. fr. 80, Fr. s. 1 —, 1s 9 d, $ 0,25. [Dépositaire pour la France : 
Librairie Masson, 120, boulevard Saint-Germain, Paris (VI°). | 


Ce rapport passe en revue les connaissances acquises au cours des 
lrois derniéres années sur divers aspects de la lutte antirabique. 
Parliculiérement intéressants ont été les progrés réalisés dans la mise 
au point de vaccins et de sérum hyperimmun. 

Le sérum antirabique hyperimmun autorise de grands espoirs pour 
la protection des étres humains exposés a la rage. Un nombre croissant 
d’observations expérimentales en a démontré lefficacité ; le Comité 
recommande vivement que Je produit soit administré le plus tét 
possibie aprés l’exposition 4 infection. Une mise en garde est toutefois 
formulée : avec n’importe quel type d’immunsérum, il faut contrdler 
la sensibilité du malade avant le traitement et « désensibiliser » le 
sujet s’il y a lieu. 

De nombreux travaux expérimentaux ont été faits sur le vaccin 
préparé a partir de la souche Flury adaptée A l’embryon de poulet. 
Ce vaccin s’est révélé efficace lors des campagnes de vaccination massive 
des chiens qui ont été entreprises en Israél et en Malaisie ; les princi- 
paux résultats ainsi obtenus sont indiqués dans une annexe au rapport. 

Le Comité recommande diverses méthodes de lutte contre la rage chez 
les animaux, ainsi que des mesures en ce qui concerne le transport 
international des chiens et des chats. Il reléve que les vampires conti- 
nuent d’étre une source d’infection rabique au Mexique, en Amérique 
Centrale et en Amérique du Sud et que des chauves-souris insectivores 
enragées se sont récemment attaquées & l’homme dans les Etats de 
Floride et de Pennsylvanie, aux Etats-Unis d’Amérique. 

Ce rapport fait le point des progrés les plus récents accomplis dans 
la lutte contre une maladie qui continue & poser un grave probléme 
de santé publique dans de nombreux pays. 


Hos 


L. B. Edwards, C.E. Palmer et K. Magnus. — La vaccination par le 
BCG. Etudes effectuées par le Bureau de Recherches sur ia Tuber- 
culose de VOMS, Copenhague. Organisation Mondiale de la Santé : 
Série de Monographies, n° 12, 1954, 323 p. Prix : Fr. fr. 960, Fr. s. 
12 —, £1 ou $ 3,00. [Dépositaire pour la France : Librairie Masson, 
120, boulevard Saint-Germain, Paris (VI°).] 
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En soumettant plusieurs millions de personnes a une épreuve tuber- 
culinique et a la vaccination contre la tuberculose, les chercheurs se 
sont heurtés A certains problémes importants ; c’est ainsi que, dans 
quelques régions, et pour une raison inexpliquée, la vaccination n’a 
pas déterminé le taux d’allergie tuberculinique jugé suffisant. On s’est 
alors rendu compte qu’il n’existait que trés peu d’informations précises 
concernant le vaccin lui-méme, sa variabilité, ses qualités de conser- 
vation, son mode d’administration et, tout particuliérement, ses effets 
immeédiats ou a longue échéance. 

C’est en vue d’élucider ces points que le Bureau de Recherches sur 
la Tuberculose de 1’7OMS entreprit, en collaboration avec le Statens 
Seruminstitut danois et la Campagne internationale contre la Tuber- 
culose, une enquéte approfondie sur les problémes fondamentaux de 
limmunisation contre la tuberculose, plus particuliérement par le BCG. 

Au nombre des sujets étudiés dans cette monographie, on reléve les 
suivants : influence d’une conservation prolongée du vaccin et de son 
exposition a la chaleur et & la lumiére ; variantes dans la technique 
de l’injection intradermique du vaccin ; variantes dans la préparation 
et la concentration du vaccin ; mélange en diverses proportions de 
bacilles vivants et de baciiles tués ; comparaison de vaccins provenant 
de différents centres de production. 

Au total, quelque 40000 enfants qui fréquentaient les écoles du 
Danemark, du Mexique, de 1’Egypte et d’une région rurale de 1]’Inde 
ont été soumis a une épreuve tuberculinique, sur la base de laquelle 
plus de 23 000 d’entre eux ont été vaccinés. Au cours des examens post- 
vaccinaux — effectués deux A trois mois, un an et deux ans plus 
tard —, on a mesuré les réactions provoquées par l’épreuve intra- 
dermique a la tuberculine, ainsi que la cicatrice au point d’inoculation, 
et observé les complications locales de la vaccination. 

Des données numériques complétes portant sur l’ensemble des 
épreuves et des examens ont été réunies dans des tableaux annexés 
i cette monographie et constituent une source précieuse de documen- 


tation pour tous les spécialistes de la question. 
fs mee! Ie 


La Rage. Techniques de Laboratoire. Organisation Mondiale de la 
Santé: Série de Monographies, n° 23, 1955, 152 p. Prix: Fr. 
s. 16—, $.4, £ 1,5 s. [Dépositaire pour la France: Librairie 


Masson, 120, boulevard Saint-Germain, Paris (VI*).] 


Le volume, rédigé par les différents spécialistes de la question, est 
divisé en quatre parties : I. Diagnostic de laboratoire, préparation des 
lissus en vue du diagnostic, recherche des corps de Negri, diagnostic 
histologique, épreuve d’inoculation a la souris. II. Méthodes de pro- 
duction du vaccin (vaccin phéniqué, inactivé par les U. V., préparé sur 
embryon de poulet). HI. Epreuve du pouvoir immunisant du vaccin 
(6preuve. sur la souris, lest de Habel et ses modifications), contrdle 
du vaccin sur le lapin, épreuve du vyaccin préparé sur embryon de 
poulet. IV. Production du sérum hyperimmun. V. Elevage et entretien 


des souris. 
Hat, ah 


272 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


La Rage. Bull. O.M. S., 1954, 10, 163 p. Prix: Fr..s. 6—, $ 1,50, 
10 shillings. 


Ce numéro, enli¢rement consacré a la rage, réunit la collaboration 
des différents auteurs qui se sont occupés de la question dans les divers 
pays. Apres une étude du virus rabique lui-méme, il passe surtout en 
revue les différents moyens de lutte contre la rage chez les animaux 
et chez l'homme (prophylaxie par les divers vaccins ou l’immunsérum), 
les réservoirs de virus et les accidents du traitement. : 

sie! Be 


Troisiéme Colloque européen des Ingénieurs sanitaires. Plan el 
fonctionnement des fosses sepliques. Organisation Mondiale de la 
Santé ; Série de Monographies, n° 18, 1954, 132 p. Prix : Fr. fr. 480, Fr. 
s. 6—, 10 s, $ 1,50. [Dépositaire pour la France: Librairie Masson, 
120, boulevard Saint-Germain, Paris (VI°).] 


Comité dexperls pour la slandardisalion biologique. Septiéme rap- 
port. Organisation Mondiale de la Santé ; Série de Rapports techniques, 
n° 86, 1954, 23 p. Prix: Fr. fr. 80, Fr. s. 1, —, 1s9s, $ 0,25. [Déposi- 
laire pour la France : Librairie Masson, 120, boulevard Saint-Germain, 
Paris (VI°) ]. 


Comilé d’eaperls de UVéducation sanitaire de la population. Premier 
rapport. Organisation Mondiale de la Sanlé: Série de Rapports tech- 
niques, n° 89, 1954, 46 p. Prix: Fr. fr. 80, Fr. s. 1, —, 1s9d, $ 0,25. 
[Dépositaire pour Ja France, Librairie Masson, 120, boulevard Saint- 
Germain, Paris (VI°) ]. 


W. R. Bett, L. H. Howells ct A. D. MacDonald. — Amphetamine in 
clinical medicine. Actions and uses. 1 vol., 78 p., E. S. Livingstone, 
édit., Edimbourg et Londres, 1955. Prix : 7 sh. 6 d. 


Ce petit livre fait partie de la collection des courts manuels publiés 
par cet éditeur et qui ont pour but de présenter l’essentiel d’une 
question en quelques pages. On connait les propriétés stimulantes 
et sympathomimétiques des amphétamines, qui ont entrainé leur 
emploi, au cours surtout de ces derniéres années, dans différents états 
pathologiques : obésité, fatigue et dépression, narcolepsie, alcoolisme, 
intoxications par les barbituriques, états psychopathiques, etc. L’ouvrage 
s’adresse surtout au médecin praticien, lui donnant des renseignements 
sur les diverses indications du médicament et sur les doses & appliquer 
dans les différents cas. 
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